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Introdução: A Apneia Obstrutiva do Sono (AOS) é um importante fator de risco para 
doenças cardiovasculares. Vários mecanismos fisiopatológicos têm sido sugeridos para 
esclarecer a associação da AOS com a alta incidência de morbidade e mortalidade 
cardiovascular. Entre as doenças cardiovasculares mais prevalentes que aparecem em 
associação com a AOS, observa-se a hipertensão (HAS), que abrange 50% de 
prevalência no mundo e a aterosclerose, que ocupa um relevante percentual nesse 
contexto. Um dos mecanismos propostos é o envolvimento do sistema nervoso 
autônomo, inicialmente durante o sono e gradualmente acometendo o período de vigília, 
levando a alterações da pressão sanguínea. Tais alterações envolvem aumento da 
atividade do sistema nervoso simpático deflagrado pelos eventos respiratórios 
associados à elevação dos níveis de catecolaminas. Esse incremento das catecolaminas, 
juntamente com a hipoxemia, pode ter atuação indireta no endotélio favorecendo o 
mecanismo de inflamação e geração de substâncias reativas do oxigênio e oxidação das 
lipoproteínas LDL-C produzindo a LDL oxidada, facilitando a instalação da aterosclerose. 
Além disso, as catecolaminas estão envolvidas na síndrome metabólica, podendo alterar 
o perfil lipídico de tais pacientes. Entretanto, as metodologias de avaliação das 
catecolaminas ainda são muito controversas devido à sua rápida flutuação nos fluidos 
orgânicos e a interferências de vários fatores de confusão. 
Objetivo: Este estudo objetivou utilizar metodologias de quantificação de níveis de 
catecolaminas em plaquetas, plasma e urina de 24 horas, em pacientes com AOS com e 
sem hipertensão arterial, e avaliar um dos mais relevantes parâmetros lipídicos 
envolvidos nos mecanismos de aterosclerose, que é o LDL colesterol direto e LDL 
oxidada em pacientes com AOS associadas ou não à hipertensão ou dislipidemias. Por 
fim, avaliar o impacto do tratamento da AOS com CPAP sobre os níveis de LDL oxidada 
nos pacientes com AOS severa após um ano de tratamento. 
Métodos e Casuística: Foram desenvolvidos 3 estudos (1, 2 e 3). O Estudo 1 foi dividido 
em dois experimentos. No Experimento 1 para realizar a padronização e validação do 
método de catecolaminas plaquetárias, foram convidados 30 voluntários que não 
estavam fazendo nenhum tratamento de saúde ou tomando medicamento e aceitaram 
em  participar do estudo. Obteve-se 10 mL de sangue de cada voluntario para validar a 
metodologia de catecolaminas plaquetárias com comparação do método de radio 
imunoensaio (RIE) e cromatografia liquida de alta pressão (HPLC). No Experimento 2, 
após a validação, foram selecionados 154 pacientes do Instituto do Sono de São Paulo, 
que passaram por orientação sobre dieta hipocalórica com restrição a xantinas, cafeínas, 
exercícios físicos, fumo e álcool previamente à coleta de fluidos. Tais pacientes foram 
alocados em quatro grupos: Hipertensão com AOS, Hipertensão sem AOS, somente AOS 
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sem hipertensão e Grupo controle. Também houve uma analise de um subgrupo 
randomizado para tratamento com CPAP e Sham-CPAP. Os indivíduos passaram por 
avaliações clínicas, antropométricas, testes cardiopulmonares, polissonografia (PSG) e 
exames laboratoriais (perfil lipídico, testes de função renal e hepática, glicemia, 
hemograma, velocidade de hemossedimentação). Nós empregamos métodos de RIE 
para determinação dos níveis de catecolaminas plasmáticas e urinárias além do método 
de RIE ultrassensível para os níveis plaquetários.  
No Estudo 2 foram selecionados 99 pacientes do mesmo ambulatório e foram alocados 
em 3 grupos GI- AOS com comorbidades (HAS e DIS) , GII – AOS e GIII controle. As 
dosagens do perfil lipídico e de outros parâmetros laboratoriais foram realizadas por 
métodos automatizados em equipamentos validados, e a LDL-colesterol direta 
determinada por reagente com eliminação da catalase e para LDL oxidada, método de 
enzimaimuno ensaio (EIA). E para o Estudo 3 foram randomizados 72 pacientes com 
AOS severa e tratados com CPAP e Sham-CPAP por um ano de tratamento. No final do 
estudo apenas 45 pacientes chegaram a um ano de tratamento. Parâmetros 
antropométricos, perfil lipídico, e LDL oxidada foram avaliados nos períodos basais, 1, 3, 
6 e 12 meses pós-tratamento.  
Cálculos Estatísticos: Para o Estudo 1 foram aplicados teste de correlação de Pearson, 
curva ROC com Odds-ratio e ANCOVA de uma vias foram empregados para tratamento 
estatístico dos dados. Como análise complementar foi realizados regressão logística e 
índices de coeficiente de correlação inter e intra-ensaiou dos testes plaquetários. O teste 
de validação que antecedeu o experimento seguiu protocolo de validação com base nos 
métodos de J. Westgard. No Estudo 2, foi calculado a regressão linear construído 
baseados nas variáveis independentes AOS, HAS e DIS. E no Estudo 3 calculou-se a 
ANOVA de medidas repetidas. 
Resultados: No Estudo 1, e no Experimento 1, a validação foi satisfatória com 
correlações (r= 0,93 e r= 0,92) entre os métodos (RIE e HPLC) para catecolaminas 
plaquetárias, adrenalina e noradrenalina respectivamente. Desse modo, escolhemos o 
primeiro pela facilidade de execução e rapidez. No Experimento 2, os níveis de 
noradrenalina e adrenalina urinárias foram significativamente associadas à condição de 
hipertensão com e sem AOS (p=0,00 e p=0,01) enquanto noradrenalina plaquetária 
relacionou-se somente à condição de AOS sem hipertensão (p=0,03).  Os resultados do 
efeito do tratamento com CPAP sobre as catecolaminas plaquetárias observam-se que o 
subgrupo tratado após um ano apresentou redução significativa de noradrenalina 
plaquetária e de excreção de catecolaminas urinária (p=0,05 e p=0,04).  
No Estudo 2, o modelo estatístico de regressão logística mostrou que somente a 
presença de DIS foi associada aos níveis de LDL-colesterol direto (p=0, 001). A presença 
de comorbidades (AOS e HAS) não se associou às taxas de LDL-C direta, entretanto os 
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níveis de LDL oxidada apresentaram expressivos efeitos aditivos para AOS (p=0,01, HAS 
(p=0,03) e DIS (p=0,03). 
No Estudo 3, o tratamento com CPAP e Sham-CPAP com relação à circunferência 
abdominal apresentou diferença estatisticamente significante entre o período basal e 1 
mês após CPAP no grupo de CPAP (p=0,02). Com relação a LDL-C, o grupo CPAP 
apresentou diferenças estatisticamente significante entre os períodos basais, 1, 3 e 12 
meses, (p=0,04, p=0,04 e p=0,03) respectivamente. Com relação as LDL oxidadas não 
apresentaram diferenças estatisticamente significantes entre os períodos basais, 6 meses 
e 12 meses, nos grupos CPAP e Sham-CPAP (p=0, 011 e p=0,09). 
Conclusões: O Estudo 1 demonstrou que o método de catecolaminas plaquetárias foi 
sensível para monitorar a AOS, indicando alteração da atividade simpática mesmo em 
pacientes sem hipertensão. O tratamento com o CPAP foi capaz de reduzir os níveis de 
catecolaminas plaquetárias e urinária. No Estudo 2, a AOS pode ocasionar elevação das 
LDL oxidadas, independentemente das comorbidades associadas à AOS (HAS e DIS). 





















1.1. Apneia Obstrutiva do Sono 
Há mais de 30 anos, a apneia obstrutiva do sono (AOS) é 
reconhecida clinicamente como uma doença caracterizada por um distúrbio 
intrínseco durante o sono, causado pela obstrução completa (apneia) ou parcial 
(hipopneia) das vias aéreas superiores, resultando em dessaturação da 
oxihemoglobina e despertares noturnos frequentes, com a consequente 
sonolência diurna (Victor et al., 1999; Epstein et al. 2009). 
Na AOS, o aspecto anatômico e a deficiência da musculatura lisa da 
faringe são os principais fatores para sua ocorrência. A mandíbula em 
retroposição, o osso hioide inferiorizado, o aumento no volume da língua, a 
diminuição da faringe e a obesidade com deposição de gordura perifaringeal são 
fortes indicadores de apneia (Fogel et al., 2003). Entre os fatores associados à 
apneia do sono, citam-se, história familiar, obesidade, aumento da circunferência 
cervical, elevação da relação cintura-quadril, síndrome metabólica, gravidez e 
roncos (Coleman et al., 1999).  
Quando consideramos os sinais e sintomas característicos, tais 
como ronco, sonolência excessiva, fadiga, queixas cognitivas e sono não 
reparador, tratam-se de síndrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS). Seu 
diagnóstico requer uma propedêutica com base em história e no exame físico 
associado a exames complementares (Bittencourt et al., 2008). 
Os critérios diagnósticos da SAOS seguem a Classificação 
Internacional dos Distúrbios do Sono, recentemente revisada, (CIDS-3) 
(American Academy of Sleep Medicine, 2014). O novo manual padrão para 
estagiamento do sono e eventos anormais sono-relacionado, publicado pela 
Academia Americana dos Distúrbios do Sono (AASM), recomenda, para 
marcação de apneias obstrutivas na polissonografia (PSG), o exame gráfico 
apropriado para essa avaliação e o acompanhamento dos critérios estabelecidos 




Nos estudos aqui referidos as versões anteriores como CIDS-2 e o 
manual de estagiamento anterior (Iber et al, 2007) foram utilizadas, pois a coleta 
de dados foi anterior à publicação dos novos manuais. Assim sendo, segundo a 
Classificação Internacional dos Distúrbios do Sono (CIDS-2) (AASM, 2007), esses 
critérios são estabelecidos por A + B + D ou C + D, como descritos a seguir: 
(A) No mínimo uma queixa 
 Ter episódios de sono não intencionais durante a vigília, 
sonolência excessiva, sono não reparador, fadiga ou insônia; 
 Acordar com pausas respiratórias, engasgos ou asfixia; 
 O cônjuge relata ronco alto e/ou pausas respiratórias no sono. 
 
(B) Polissonografia (PSG) 
 Ter 5 ou mais eventos respiratórios detectáveis (apneias-
hipopneias e/ou despertares relacionados a esforço respiratório) 
por hora de sono; 
 Identificar esforço respiratório durante todo ou parte dos eventos. 
 
(C)  PSG 
 Ter 15 ou mais eventos respiratórios detectáveis (apneias-
hipopneias e/ou despertares relacionados a esforço respiratório) 
por hora de sono. 
 Evidenciar esforço respiratório durante todo ou parte dos eventos. 
 
(D)  O distúrbio não pode ser explicado por 
 Outro distúrbio do sono, doenças clínicas ou neurológicas e uso 




Os episódios de obstrução e apneia ocorrem em todos os estágios 
do sono, especialmente no estágio 2 do sono não REM e durante o sono REM, 
quando as apneias tendem a ser mais longas e a dessaturação arterial 
acentuada (McNamara et al., 1993).  
Para estagiamento do sono e eventos anormais sono-relacionado, 
recomenda-se que a marcação de apneias obstrutivas na PSG e do evento 
respiratório deve apresentar os seguintes critérios: 1) queda da amplitude do 
registro do fluxo aéreo maior ou igual a 90% da linha de base; 2) duração mínima 
do evento: 10 segundos; 3) redução da amplitude em pelo menos 90% da 
duração do evento; 4) manutenção do esforço respiratório durante redução do 
fluxo aéreo. A presença de dessaturação da oxihemoglobina e/ou despertares 
não é necessária para marcação de apneias.  
A definição recomendada para hipopneia inclui uma queda maior 
que 30% da amplitude do fluxo aéreo pela cânula nasal, com duração mínima de 
10 segundos, associada à dessaturação da oxihemoglobina maior que 4%. A 
AASM oferece, ainda, uma definição alternativa para hipopneia, que sugere 
marcar o evento respiratório com queda da amplitude no registro do fluxo pela 
cânula nasal maior ou igual a 50% da linha de base, com duração mínima de 10 
segundos, associada ou não à dessaturação da oxihemoglobina maior que 3% 
ou a um despertar. Apenas uma das definições deve ser utilizada para marcação 
da hipopneia durante a análise da PSG.  
A classificação da gravidade da SAOS está associada aos eventos 
respiratórios anormais a cada hora de sono, denominado índice de 






Leve: 5 a 15 eventos/h 
Moderada: 15 a 30 eventos/h 
Acentuada: maior que 30 eventos/h 
 
1.1.1. Fisiopatologia da Apneia Obstrutiva do Sono  
A AOS deve-se ao colapso da orofaringe, principalmente na região 
posterior da língua, úvula e do palato. O músculo genioglosso parece ter 
participação importante na resistência da faringe ou na prevenção de sua oclusão 












Figura 1. Segmentos mais suscetíveis ao colapso e obstrução parcial (hipopneia) e 





Alterações anatômicas e o aumento da pressão intraluminal 
negativa sobre a via aérea (gerada pelo músculo diafragma) exercem forças 
importantes para o colapso da orofaringe. Por sua vez, outros dois fatores 
contrapõem essas forças: 1) atividade dos músculos dilatadores da faringe 








Figura 2. Corte sagital da via aérea mostrando as variáveis que promovem o 
colapso e a abertura da via aérea (White DP. Am J Respir Crit Care Med 2005; 
172:1363-1370). 
 
Durante a vigília, mecanorreceptores localizados na laringe 
respondem por reflexo à pressão negativa com consequente aumento da 
atividade dos músculos dilatadores da faringe (Fogel et al., 2003; Schwab et al., 
2003). Outro fator que pode elevar essa atividade são estímulos provocados pela 
hipercapnia ou hipoxemia (Fogel et al., 2004), que aumentam o volume corrente 
e da tração caudal na traqueia e faringe, permitindo, assim, a permeabilidade da 
via aérea (Remmers et al., 1978). 
Entretanto, durante o sono, a atividade reflexa dos músculos da 
faringe é diminuída ou abolida, o que ocasiona a redução ou o completo 




Resultantes da apneia ou hipopneia, a hipóxia e a hipercapnia 
estimulam o centro ventilatório neural, que provoca o despertar do sono e o 
aumento da pressão intratorácica negativa, aliviando o evento respiratório no 
sono (Somers et al., 2008). Parece ainda que o músculo tensor do palato, de 
ação tônica, capaz de controlar a abertura e fechamento da faringe, tem sua 
atividade diminuída com a profundidade do sono, propiciando ainda mais a 
ocorrência das apneias (Fogel et al., 2003). 
Ressalta-se que as consequências da respiração anormal durante o 
sono incluem disfunção neurocognitiva, desenvolvimento de doenças 
cardiovasculares, disfunção metabólica e redução da qualidade de vida. 
 
1.1.2. Importância Epidemiológica da Apneia Obstrutiva do Sono 
A prevalência da AOS na população geral é variável, pois 
dependem da idade da amostra, sexo, país, metodologia aplicada e critérios 
empregados para o diagnóstico.  Em indivíduos com idade de 30 a 60 anos, em 
Hong Kong, a SAOS apresentou a seguinte prevalência: 4,1% em homens e 
2,1% nas mulheres com IAH ≥ 5 eventos/hora associado a presença de 
sonolência excessiva. Entretanto, os estudos mais citados na literatura 
mostraram a prevalência de SAOS em 2% de mulheres e em 4% de homens 
(Young et al., 1993). Estudos epidemiológicos de 2002 desse mesmo grupo de 
pesquisadores, (Young et al., 2002), apresentaram a AOS como uma doença 
mais comum em homens obesos com mais de 40 anos e em mulheres obesas 
após a menopausa (Lavie et al. 1995).  
Ancoli-Israel et al. (1991) encontraram alta prevalência de AOS 
(cerca de 20%) em voluntários idosos com idade superior a 65 anos, submetidos a 
um rastreamento para detecção de apneia do sono em San Diego, Califórnia. 
Newachek e Taylor (1992) encontram prevalência de 1 a 3% em crianças, apesar 




Diante de muitos estudos, estabelece-se que a prevalência de AOS 
aumenta com a idade, com risco de 2,2 vezes de elevação para cada 10 anos de 
vida (Duran et al., 2001). 
Floras et al. (2014) recentemente relataram a seguinte prevalência 
de distúrbios respiratórios do sono na população na cidade de Wisconsin (EUA): 
24% de homens e 4% de mulheres com IAH maior do que 5 eventos/hora de 
sono e 9% de homens e 4% de mulheres com IAH maior de 15 eventos/hora de 
sono, sendo a maioria dos eventos de caráter obstrutivo. 
Santos-Silva et al. (2009) e Tufik et al (2010) encontraram 32,9% de 
indivíduos com apneia do sono na população de São Paulo, com índice de 
apneia e hipopineia (IAH) maior de 5 eventos/hora de sono. Esse foi um estudo 
onde participaram 1.042 indivíduos com PSG, realizado na cidade de São Paulo, 
considerada a sexta maior metrópole do mundo em número de habitantes, o que 
torna esse estudo relevante.  
Apesar de essas pesquisas citarem prevalência relativamente alta, a 
AOS é frequentemente subdiagnosticada (Redline & Stohl, 1998). Estudos 
populacionais americanos mostraram que os médicos diagnosticam a apneia do 
sono em apenas 2% do total de pacientes com SAOS que procuram o serviço de 
saúde. Essa tendência está mudando nos Estados Unidos, pelo menos em parte, 
devido à proliferação de centros especializados no tratamento do sono (Rosen et 
al., 1998).  
 
1.1.3. Apneia Obstrutiva do Sono e Alterações Cardiovasculares  
Ainda há limitações para elucidação da história natural dessa 
doença, entretanto, sabe-se que, como consequências da respiração anormal 
durante o sono ocorrem disfunções neurocognitiva e metabólica. A AOS não 




depressão, levando à insônia e à sonolência excessiva, o que afeta diretamente a 
qualidade de vida (Fraser et al., 1999).  
Kasai e Bradley (2011) descrevem esse cenário da seguinte forma: 
o aumento das oscilações da pressão intratorácica, importante componente da 
AOS, e a elevação da pressão inspiratória negativa intratorácica, gerados contra 
a faringe ocluída, aumentam o ventrículo esquerdo (VE), as pressões transmurais 
e, consequentemente, a pós-carga do VE. Essas mudanças também ampliam o 
retorno venoso e, por sua vez, o ventrículo direito (VD), enquanto a hipóxia 
induzida pela AOS irá resultar em vasoconstrição pulmonar, levando ao aumento 
da pós-carga do VD.  
Tomados em conjunto com a elevação da atividade simpática, 
sinergicamente aumentam a demanda de oxigênio do miocárdio em um cenário 
contextual em que a hipóxia relacionada à apneia reduz a oferta de oxigênio 
tecidual.  
Ao despertar do sono, atividade simpática, pressão arterial, débito 
cardíaco e frequência cardíaca aumentam rapidamente, resultando na ampliação 
da demanda de oxigênio cardíaco no momento em que a saturação de oxigênio 
arterial está em seu nível mais baixo (Eckert et al., 2009). Isso pode precipitar a 
isquemia miocárdica e prejudicar a contratilidade cardíaca e o relaxamento 
diastólico.  
Com o tempo, essas tensões podem contribuir para o 
desenvolvimento ou progressão da remodelação cardíaca, hipertrofia e falência, 
além de promover uma série de mudanças que podem impactar negativamente 
na vasculatura.  
Essas alterações induzidas pela AOS deixam evidentes a 
participação do sistema nervoso autônomo (SNA) no desempenho de papeis 
fisiológicos e devem promover inicialmente a exacerbação da hipertensão arterial 




agudo do miocárdio (IAM), insuficiência cardíaca congestiva, entre outras, com 
envolvimento do mecanismo autonômico, químico e inflamatório envolvidos 
(Floras, 2014). Desse modo, a AOS pode ser considerada como um fator de risco 
independente, que contribui para o aumento da mortalidade cardiovascular (Marin 
et al., 2005). 
Entre as inúmeras consequências cardiovasculares da AOS, a HAS 
merece destaque pela conhecida relação causa e efeito (Partinen et al., 1992), 
alta prevalência (Garcy – Rios et al., 2000) e importância prognóstica (Baguet et 
al., 2009). Muitos estudos apontam uma relação direta entre gravidade de AOS e 
aumento da pressão sanguínea (Young et al., 1997). Nas décadas de 1980 e 
1990, surgiram vários relatos que deram ênfase a esse fato, apresentando muitos 
resultados que apoiam a hipótese de dependência de AOS com HAS, mas 
também houve estudos controversos que consideram as duas condições 
independentes, como relatado por Konecny et al. (2014). 
 
1.2. Considerações gerais sobre Hipertensão Arterial 
A hipertensão arterial sistêmica (HAS), também denominada doença 
vascular hipertensiva, é a doença crônica mais frequente da população adulta 
mundial, constituindo-se em um problema importante de saúde pública, mesmo 
em países desenvolvidos. Caracteriza-se pela condição clínica multifatorial em 
razão dos níveis elevados e sustentados de pressão arterial (PA). Associa-se 
frequentemente a alterações funcionais e/ou estruturais dos órgãos-alvo (coração, 
encéfalo, rins e vasos sanguíneos) e às metabólicas, com consequente aumento 
do risco de eventos cardiovasculares fatais e não fatais. Em 2010, a Sociedade 
Brasileira de Cardiologia e a Sociedade Brasileira de Hipertensão consideraram 
que essa definição é a mais adequada. Além disso, essa enfermidade é 
considerada fator de risco para doença arterial coronariana, acidentes vasculares 




A HAS é a maior determinante de morte no mundo inteiro, com 
exceção da África subsaariana, onde a síndrome da imunodeficiência adquirida 
(AIDS) e suas implicações participam significativamente do número de mortes. No 
Brasil, embora não existam dados epidemiológicos precisos, a hipertensão atinge 
cerca de 30% da população adulta (Beltrane, 2005).  
Para orientar o cuidado dos pacientes hipertensos, a Sociedade 
Brasileira de Cardiologia publicou as VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensão. 
Essa divulgação resulta da necessidade de atualização de sua última versão em 
2006, imposta pelo grande número de novas informações geradas e 
disponibilizadas nesse período de tempo. 
Essas diretrizes indicam que a HAS acomete indivíduos com mais de 
18 anos, quando os níveis de pressão arterial sistólica (PAS) são iguais ou maiores 
que 140 mmHg e/ou de pressão arterial diastólica (PAD) igual ou maior que 90 
mmHg medidas em consultório. O diagnóstico deverá ser sempre validado por 
medidas repetidas, em condições ideais, em pelo menos três ocasiões (Tabela 1).  
Alguns métodos indiretos foram utilizados para atingir essa medida e 
vale a pena ressaltar sua evolução metodológica. São eles: auscultatórios (N. S. 
Korotkoff) 1, palpatório (Riva Rocci)2, oscilometria de fluxo, tonometria, Doppler 
ultrassônico, pletismografia por impedância e fotopletismografia (Canteras et al. 
2000). Atualmente, há forte tendência para a substituição dos aparelhos de coluna 
de mercúrio por equipamentos semiautomáticos ou aneroides em razão do risco 
de toxicidade e contaminação ambiental pelo mercúrio, de acordo com a norma 
regulamentadora NR 15 (125.001-9/I4) do Ministério do Trabalho. A escolha do 
aparelho semiautomático deve ser criteriosa, sendo recomendados somente 
                                            
1
 Nicolai Sergievic Korotkoff sugeriu a possibilidade de auscultar os sons com a utilizaçäo do estetoscópio, 
identificando as pressões sistólica e diastólica e determinando o método indireto com técnica auscultatória usado 
nos dias atuais. Em 1970, surgiram os primeiros aparelhos, automáticos ou semi-automáticos, de medida da 
pressäo arterial. 
2
 Scipione Riva-Rocci é o responsável pelo marco, na era moderna, da medida da pressäo arterial. Em 1896, Riva-
Rocci idealizou o esfigmomanômetro de coluna de mercúrio, que difere do utilizado em nossos dias apenas pelo 




aqueles validados.  Os aparelhos de medida colocados no punho e no dedo não 
são recomendados para a prática clínica, embora já existam alguns que passaram 
na validação. Todos os aparelhos devem ser validados por protocolos 
estabelecidos na literatura pela AAMI (Association for the Advancement of 
Medical Instrumentation) e BHS (British Hypertension Society) e checados uma 
vez por ano, de preferência nas dependências dos órgãos da Rede Brasileira de 
Metrologia Legal e Qualidade – RBMLQ (IPEMs – Institutos de Pesos e Medidas 
Estaduais) ou em local designado pelo Inmetro 
(www.inmetro.gov.br/consumidor/produtos/esfigmo2.asp) e, se necessário, 
calibrados periodicamente.  
 
Tabela 1. Definição dos níveis pressóricos que devem servir de referência para a 
classificação pressórica dos pacientes conforme Diretrizes Brasileiras e 
Internacionais de Hipertensão, classificação da pressão arterial de acordo 






Ótima < 120 < 80 
Normal < 130 < 85 
Limítrofe* 130-139 85-89 
Hipertensão estágio 1 140-159 90-99 
Hipertensão estágio 2 160-179 100-109 
Hipertensão estágio 3 ≥ 180 ≥ 110 
Hipertensão sistólica isolada ≥ 140 < 90 
Quando as pressões sistólica e diastólica situam-se em categorias diferentes, a maior 





O limite entre a pressão arterial (PA) normal e a elevada tem sido 
modificado nos últimos 20 anos, haja vista o índice elevado de óbitos devido a 
complicações da HAS. Embora de caráter universal, cerca de 90 a 95% dos 
casos, a etiologia ainda é desconhecida, especialmente no mundo ocidental. 
Chobanian et al. (2003) explicam que a PA pode se elevar por 
aumento do débito cardíaco, resistência arterial periférica ou ambos. Na prática, 
porém, constatou-se que raramente o débito cardíaco fica aumentado em 
hipertensos, sendo que, na maioria dos pacientes, o que ocorre é a elevação da 
resistência arterial periférica. O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), 
que exerce ação vasoconstritora por meio da angiotensina II, e o sistema nervoso 
simpático (SNS), que aumenta as catecolaminas, são os principais sistemas 
vasopressores terminais, os quais também favorecem a hipertrofia da vasculatura 
e do músculo cardíaco (Beltrane, 2005).  
Muitos autores associam a AOS à HAS. Com base em estudos 
experimentais, epidemiológicos e clínicos, constatou-se que a AOS é 
reconhecida também como causa secundária da HAS.  
 
1.2.1. Associação entre Apneia Obstrutiva do Sono e Hipertensão 
Arterial Sistêmica 
Durante o período do sono normal há uma queda fisiológica da 
pressão arterial tanto sistólica quanto diastólica. Foi observado que indivíduos 
hipertensos com descenso noturno da pressão arterial (PA) inferior a 10% 
apresentam pior prognóstico cardiovascular. Por outro lado, pacientes que, além 
da HAS, tinham AOS apresentaram alteração do padrão circadiano da PA, com 
ausência de descenso noturno como demonstrado por alguns autores (Akashiba 




Esse comportamento da PA pode decorrer dos seguintes fatores: 
pressão intratorácica negativa com redução do débito cardíaco e ativação 
diferencial de barorreceptores, hipóxia, hipercapnia e despertar do sono 
relacionado ao evento respiratório (Fletcher et al., 1995), contribuindo para o 
aumento da atividade simpática noturna.  
A literatura descreve que 40 a 60% dos pacientes com AOS tem 
hipertensão arterial embora essas evidências sejam dificultadas por vários fatores 
confundidores, tais como obesidade, idade e gênero. Muitos estudos têm 
considerado a AOS como fator independente preditor de HAS sustentada 
(Peppard et al., 2000). 
McNicholas e Bonsignore (2007) afirmam que a circulação sistêmica 
foi reconhecida como um grande alvo da AOS em vários estudos, desde a 
década de 1980. A confirmação da associação de AOS e o aumento de PA em 
estudos com grande número de pacientes reforça seu papel na patogênese da 
HAS em investigações populacionais.  
O estudo epidemiológico de San Marino (Lugaresi et al., 1980) 
demonstrou a associação entre HAS e ronco na população geral. É possível que 
esse seja o primeiro estudo a relacionar essas duas situações. Após dez anos de 
acompanhamento dos pacientes que roncam em comparação aos dos controles, 
constataram-se alta prevalência de doenças cardiovasculares, HAS, doença 
arterial coronariana e doença cérebro vascular. Nieto et al. (2000) avaliaram 
6.132 indivíduos com idade maior do que 40 anos (52,8% mulheres) e 
observaram a relação entre os distúrbios respiratórios do sono e a hipertensão 
independentemente do sexo ou etnia.  
Peppard et al. (2000) observaram que a AOS foi um fator de risco 
independente para HAS após quatro anos de acompanhamento mesmo após a 
correção para os potenciais fatores confundidores. Nesse estudo, 709 indivíduos 
que trabalhavam na Universidade de Wisconsin responderam a um questionário 




arterial, peso, altura e estudo polissonográfico. Realizou-se análise multivariada 
com ajuste de outros fatores de risco para doença cardiovascular, como 
tabagismo, obesidade, alcoolismo e pressão arterial presentes no início do 
estudo. Adicionalmente esses autores observaram uma relação dose-resposta 
entre o IAH e o risco de aparecimento da HAS. Dados desse estudo de coorte 
detectaram um aumento de três vezes no risco de HAS durante o seguimento de 
quatro anos, independentemente de outras doenças.  
Outros estudos foram realizados demonstrando o papel da AOS na 
patogenia da HAS (Logan et al., 2001; Lavie et al., 2000). Doentes com AOS 
apresentam repetitivos aumentos da PA associados aos episódios de apneia e 
frequentemente são considerados como non-dippers em decorrência de não 
haver uma queda apropriada da PA durante a noite. 
Esse padrão é considerado de risco aumentado para o 
aparecimento de doença cardiovascular. Outro ponto importante é que a maioria 
dos doentes hipertensos com AOS não tratada têm níveis elevados de PA, 
apesar do uso de fármacos anti-hipertensivos. Assim, em doentes com HAS 
refrataria ao tratamento, a AOS pode ser uma das principais causas de ausência 
de resposta ao tratamento anti-hipertensivo (Logan et al., 2003). 
Um estudo populacional longitudinal demonstrou que as 
perturbações respiratórias relacionadas ao sono aumentaram o risco de 
elevação da pressão arterial no seguimento populacional. Os resultados 
sugerem que é provável que os distúrbios respiratórios relacionados ao sono 
sejam um fator de risco para a HAS e consequente morbidade cardiovascular 
na população em geral (Wright et al., 2001). 
O papel da hipóxia intermitente na patogênese da HAS não está 
claro. Uma relação causal entre hipóxia intermitente durante o sono, HAS e 
hipertrofia cardíaca tem sido convincentemente demonstrada em modelos 




Nos últimos anos, estudos como o de Arias et al. (2007) ressaltam 
que o principal estudo epidemiológico para a associação entre AOS e diferentes 
casos de doenças é o Sleep Heart Health Study, que é um estudo prospectivo 
iniciado em 1994 sobre a doença cardiovascular. A análise longitudinal do estudo 
apresentou um aumento do risco de desenvolvimento de hipertensão, doenças 
ou acidentes cerebrovasculares e insuficiência cardíaca. 
Konecny et al. (2014) chamam a atenção para a alta relevância da 
AOS com HAS, porque essas duas condições coexistem em aproximadamente 
50% dos casos. Os autores consideram várias conexões de evidência que 
suportam esses achados tanto por meio dos estudos epidemiológicos como por 
mecanismos circulatórios neurais, inflamatório, sistema renina-angiostensina-
aldosterona, distribuição do fluido noturno, efeitos hemodinâmicos, eficiência do 
sono e participação de sistemas nervoso, central e pulmonar, cardiovascular 
gastrointestinal e endócrino.  
Baguet et al. (2009) relataram que o tipo de relação de gravidade 
entre AOS e HAS está atualmente bem evidenciado. Há muitos mecanismos 
explicando essa relação, o principal tem sido o aumento da atividade simpática 
durante a apneia. A HAS associada à AOS tem várias características: alta 
prevalência, predominância diastólica noturna e ausência de descenso, 
entretanto a principal hipótese dessa investigação é que a HAS no indivíduo 
adulto com AOS está relacionada à gravidade da hipoxemia noturna e dos níveis 
de catecolaminas (Drager et al. 2007). 
Repetitivos eventos de AOS induz a hipoxemia e hipercapnia, que 
se refletem na SNS e parassimpático com concomitante aumento das 
concentrações de catecolaminas circulantes que persistem mesmo durante o dia 






1.3. Sistema Nervoso Simpático 
1.3.1. Avaliação da Atividade do Sistema Nervoso Simpático e 
relação com dosagens de catecolaminas 
O SNS é um importante modulador cardiovascular, imunológico, 
endócrino e metabólico. Alterações no sistema de atividade autonômica podem 
levar ao desequilíbrio metabólico e à disfunção orgânica. Sua avaliação torna-se 
muito importante para diagnóstico e monitoramento de diversas doenças. 
O comportamento da atividade simpática pode ser detectado 
diretamente pelo método de microneurografia muscular simpático, que permite a 
avaliação direta da atividade simpática muscular por meio da colocação de 
microeletrodos de tungstênio diretamente no fascículo do nervo braquial ou 
fibular (Grassi et al., 1998).  
Pode-se avaliar o SNS indiretamente pelo uso de tonometria arterial 
periférica. A tonometria é um dos métodos não invasivos que permite avaliar a 
rigidez arterial por meio da determinação da velocidade de onda de pulso (VOP) 
e quantificar as ondas refletidas por meio da determinação do índice de 
incremento de pressão de pulso. Outra vantagem desse método é a possibilidade 
de estimar a pressão arterial central.  
Outros métodos adotados são variabilidade da frequência cardíaca 
e quantificações laboratoriais de concentrações de catecolaminas (ou seus 
metabólitos) em plasma e urina. A variabilidade da frequência cardíaca (VFC) 
tem emergido como uma medida simples e não invasiva dos impulsos 
autonômicos, representando um dos mais promissores marcadores 
quantitativos do balanço autonômico. A VFC descreve as oscilações no 
intervalo entre batimentos cardíacos consecutivos (intervalos R-R), assim como 
oscilações entre frequências cardíacas instantâneas consecutivas. Trata-se de 
uma medida que pode ser utilizada para avaliar a modulação do SNA sob 




diferentes posições do corpo, e de treinamento físico, e em condições 
patológicas, entretanto também apresenta limitações especialmente na 
avaliação do tônus simpático (Santos et al., 2003).  
Devemos reconhecer que, embora as medidas de VFC forneçam 
informações não invasivas de funcionamento do SNA, existem várias limitações 
ao seu emprego, segundo o estudo de Poupard et al., (2011), de tal forma que os 
métodos alternativos têm sido usado, como os métodos indiretos de dosagens 
laboratoriais de catecolaminas em plasma e urina. 
A atividade do SNS é estimulada pela obesidade e dieta 
hipercalórica, condição investigada por vários autores (Troisi et al., 1991), que 
consideraram que a insulina é mediadora da estimulação simpática em resposta 
à dieta hipercalórica e aumenta a atividade do SNS em obesos. 
Do ponto de vista bioquímico, dá-se ênfase à dosagem laboratorial 
de catecolaminas, que foi o método mais utilizado na década de 1990 por estar 
associado a várias doenças com envolvimento do SNS. 
Grassi et al. (1998) estudaram indivíduos obesos normotensos que 
perderam peso e diminuíram o índice de massa corporal (IMC). Verificou-se que 
a redução do IMC levou à importante diminuição na atividade simpática, 
provavelmente em razão do aumento da sensibilidade à insulina e da restauração 
do controle barorreflexo do sistema cardiovascular.  
Sondergaard et al. (1999), estudando homens obesos, evidenciaram 
a diminuição de catecolaminas plasmática e plaquetária ou trombocitária após a 
redução de peso com a prática de exercícios físicos. 
A literatura descreve que a própria punção venosa leva ao aumento 
dos níveis de catecolaminas, descritas por Bravo e Tarazi em 1982, e que os 
testes múltiplos de dosagens plasmáticas são recomendados em razão de a 




de 24 horas é recomendada, no lugar da de menor período, pois esta é mais 
susceptível a interferências. 
Outros fatores são conhecidos por influenciarem o estudo 
laboratorial das dosagens plasmáticas e urinárias de catecolaminas: dietas ricas 
em carboidratos e sódio (Young et al., 1982), cafeína (Robertson et al., 1978), 
medicamentos, assim como idade, gênero e obesidade (Fletcher et al., 1987), 
síndrome metabólica, diabetes e a própria hipertensão. 
 
1.3.2. Catecolaminas 
Substâncias representadas pela noradrenalina, adrenalina, L-dopa e 
dopamina, as catecolaminas são aminas ativas que apresentam o anel catecol 
em sua estrutura química. Atuam como neurotransmissores e hormônios 
circulantes no controle do sistema nervoso central e autônomo (Pereira et al. 
1998).  
Esses compostos são formados de fenilalanina e tirosina. A tirosina 
é produzida no fígado a partir da fenilalanina por meio da fenilalanina hidroxilase. 
A tirosina é então transportada para neurônios secretores de catecolaminas onde 
uma série de reações a convertem em dopamina, noradrenalina e finalmente 
adrenalina (Figura 3). 
Reforçando a síntese das catecolaminas, elas são sintetizadas a 
partir do aminoácido tirosina, que é hidroxilado e descarboxilado à dopamina. A 
dopamina é, então, convertida para noradrenalina (também chamada de 
norepinefrina), a qual está metilada no grupo amino para formar adrenalina 
(também conhecida como epinefrina). O passo limitante da velocidade na 
biossíntese da catecolamina é catalisada pelo mono-oxigenase da enzima 
tirosina hidroxilase, qual requer tetrahidrobiopterina como um cofactor na reação 




quando a metirosina, um inibidor competitivo da tirosina-hidroxilase, é usado para 
tratar o excesso de catecolaminas (Figura 4). 
As catecolaminas exibem efeitos excitatórios e inibitórios do sistema 
nervoso periférico assim como ações no sistema nervoso central (SNC), tais 
como estimulação da respiração e aumento da atividade psicomotora. Os efeitos 
excitatórios são exercidos nas células dos músculos lisos dos vasos que 
fornecem sangue à pele e às membranas mucosas. A função cardíaca também 
está sujeita a esses efeitos, que levam ao aumento dos batimentos cardíacos e 
da força de contração. Os efeitos inibitórios, ao contrário, são exercidos nas 
células dos músculos lisos na parede do estômago, nas árvores brônquicas dos 
pulmões e nos vasos que fornecem sangue aos músculos esqueléticos.  
Além de seus efeitos como neurotransmissores, a noradrenalina e a 
adrenalina podem influenciar a taxa metabólica. Essa influência se dá por 
modulação da função endócrina, secreção de insulina, aumento da taxa de 
glicogenólise e mobilização dos ácidos graxos.  
As catecolaminas se ligam a duas classes diferentes de receptores 
denominados receptores α e β- adrenérgicos. Elas são, portanto, 
neurotransmissores no SNC. Os receptores adrenérgicos são receptores em 
serpentina clássicos, que se acoplam a proteínas G intracelulares. Parte da 
noradrenalina liberada dos neurônios pré-sinápticos é reciclada no neurônio pré-














Figura 3. Esquema das Vias de formação das catecolaminas endógenas. 
(www.sistemanervoso.com) 
 
Grande parte do metabolismo das catecolaminas ocorre nas 
mesmas células em que as aminas são produzidas (Eisenhofer et al., 2004). 
Adicionalmente e com igual importância, na sua maioria, o metabolismo ocorre 
independentemente da liberação das catecolaminas e apenas uma pequena 
fração dos metabólitos das catecolaminas se forma a partir das catecolaminas 
circulantes (Goldstein et al.1995).  
Catecolaminas são produzidas em neurônios do SNC, nos nervos 
simpáticos e em células cromafins da medula suprarrenal e absorvidas e 
armazenadas em grânulos vesiculares, onde elas existem em um estado 
altamente dinâmico, com vazamento passivo para fora em relação ao transporte 
ativo (Eisenhofer et al., 2004). Monoaminas compartilham com a matriz de 
grânulos de armazenamento com peptídeos e proteínas, como cromogranin A (O 




são absorvidas pelos transportadores neuronais e não neuronais e encerram 
rapidamente as transmissões de sinal. Com isso, eliminam-se da corrente 
sanguínea com uma meia-vida inferior a de três minutos (Clutter et al, 1980). 
Conceitos anteriores consideravam que a medula adrenal e as fibras 
pós-ganglionares do SNS foram os únicos sistemas responsáveis pela produção, 
pelo armazenamento e pela liberação de catecolaminas, mas estudos mais 
recentes sugerem que células fagocíticas, linfócitos e adipócitos também podem 
liberar catecolaminas citado por Hakim et al. em 2012. 
Catecolaminas formadas em células por transportadores podem ser 
metabolizadas por O-metilação para metanefrinas (também chamadas de 
metadrenalinas) e pela ação da enzima catecol-O-metil-transferase (COMT), ou 
desaminado por monoamina-oxidase (MAO) para os intermediários, tais como di-
hidroxi-fenilacético ácido (DOPAC), di-hidroxi-phenylglycol (DHPG) e ácido 
mandélico (Figura 4). Estes últimos podem então ser posteriormente 
metabolizados pela COMT, levando a ácido homovanílico (HVA) de dopamina e 
ácido hidroxi-metoxi-mandélico (AHMM), também chamado de ácido 
vanilmandélico (VMA) a partir de noradrenalina e adrenalina. Como resultado da 
expressão diferencial das enzimas MAO e COMT, catecolaminas produzidas em 
regiões neuronais e locais medulares adrenais seguem diferentes caminhos de 
metabolismo (Eisenhofer et al, 2010). Exceto para AHMM, todas as catecolaminas 
e seus metabólitos podem ser conjugados com sulfato pela enzima 
sulfotransferase (SULT1A3). Os compostos conjugados são solúveis em água e 
eliminados pela excreção urinária (Goldstein et al, 1999).  
Em resumo: a metabolização das catecolaminas ocorre pela ação 
conjunta de duas enzimas – monoamina oxidase (MAO) e catecolamine-O-
metiltransferase (COMT) –, as quais se constituem como as enzimas 
primariamente responsáveis pela inativação das catecolaminas (Figura 4). 
(Hoffman &Taylor, 2001). Essas duas enzimas se encontram em toda parte no 




contudo, ao nível dos neurônios adrenérgicos, pouco ou nenhuma COMT pode 
ser observada (Eisenhofer et al., 2004).  
Por sua localização celular, essas duas enzimas diferenciam-se da 
MAO, associada principalmente à superfície externa das mitocôndrias e a COMT 
localizada predominantemente no citoplasma. Essa diferença constitui-se de 
importantes fatores na determinação das vias metabólicas principais das 
catecolaminas nas diversas circunstâncias.  
A adrenalina e a noradrenalina que entram na circulação (a partir da 
medula adrenal, após sua administração ou por liberação das fibras adrenérgicas) 
são extensamente metiladas pelas COMT – a metanefrina ou normetanefrina –, 
respectivamente, que podem posteriormente sofrer oxidação catalisada pela 
MAO, originando o 3-metoxi-4-hidroxifenilglicoaldeído (MOPGAL). O MOPGAL 
pode, por sua vez, ser reduzido a 3-metoxi-4-hidroxifenietilenoglicol (MOPEG) por 
ação do aldeído redutase ou ser oxidado pelo aldeído oxidase, a ácido 3 metoxi-
4-hidroximandélico (ácido vanilmandélico – VMA).  
Os dois últimos compostos podem, igualmente, formar-se pela ação 
da COMT sobre DOPEG e DOMA, respectivamente. Por ação de um álcool 
oxidase, o metabólito MOPEG livre é extensamente convertido em VMA, 
constituindo-se o principal metabólito das catecolaminas excretado na urina.  
O produto da degradação metabólica da dopamina é o ácido 
homovanílico (HVA). As catecolaminas e os correspondentes glicóis e, em alguma 
extensão, as aminas O-metiladas podem sofrer conjugação, com as 
consequentes formações dos respectivos sulfatos e glucuronídeos (Zigmond et 

















Figura 4. Metabolismo das catecolaminas adaptado (Goldstein, 1995)  
 
1.3.2.1. Avaliação Laboratorial das catecolaminas 
Catecolaminas – noradrenalina, adrenalina e dopamina – estão 
distribuídas no SNC. Suas principais características físico-químicas estão 
resumidas na Figura 5. 
Vários métodos têm sido desenvolvidos para a determinação 




úteis para diagnóstico de várias doenças como a feocromocitoma, neuroblastoma, 
HAS e outras. 
O método mais amplamente utilizado no laboratório clínico de 
rotina para a mensuração de catecolaminas urinárias e seus metabólitos é o de 
cromatografia líquida de alta pressão (High Performance Pressure Liquide 
Chromatography – HPLC). Todos os grandes laboratórios de patologia clínica 
teriam pelo menos um equipamento com detecção de fluorescência ou mesmo 
de eletroquímica reservado para essas dosagens (Peaston & Weinkove, 2004).  
No entanto, o uso de espectrometria de massa em tandem é cada vez mais 
popular em laboratório clínico, em especial na detecção de concentrações 
baixas de metanefrinas presentes no plasma (Whithing & Doogue, 2009). Há 
outras opções, como radioimunoensaio (RIE) e enzimaimunoensaio (EIA), 
adotadas por muitos laboratórios e pesquisadores que, apesar de serem 
métodos indiretos, são muito sensíveis e com vantagens de maior rapidez e de 
fácil execução. 
As solicitações dos testes de dosagens bioquímicos de 
catecolaminas  para monitoramento e diagnóstico de determinadas doenças, por 
exemplo, a feocromocitoma, são na maioria das vezes, no contexto de uma baixa 
probabilidade de pré-teste. Eles são solicitados como parte do trabalho de 
acompanhamento de pacientes com crises, com dificuldade no controle da 
hipertensão ou com massas adrenais identificados em exames radiológicos. Por 
causa das graves consequências do feocromocitoma e da falta de testes 
padronizados, são necessários estudos de limites de detecção, sensibilidade e 
especificidade para cada doença que tem alteração de catecolaminas.  
A combinação de baixa probabilidade pré-teste e os resultados de 
especificidade moderadas apresentam muitos testes falso-positivos, o que torna 





1.3.2.2. Características físico-químicas das catecolaminas  
Em primeiro lugar, as catecolaminas produzidas por células têm uma 
meia-vida no plasma muito curta, cerca de 80 e 150 segundos para a adrenalina e 
noradrenalina, respectivamente.  Assim as dosagens plasmáticas têm um grande 
fator limitante de detecção de picos catecolaminas. Em segundo, catecolaminas 
urinárias representam a síntese e a filtração glomerular total das catecolaminas 
nas 24 horas, (Fagerholn U, 2007), entretanto essa premissa é enfraquecida pelo 
efeito de reabsorção tubular renal de catecolaminas (Launay – Vacher et al, 
2006).  Em terceiro, as concentrações na urina podem ser medidas com precisão 
pelo laboratório com técnicas laboratoriais disponíveis, (Willemsen et al, 2007) 
mas todas elas apresentam limitações. 
 
Plasma ou Urina  
A escolha do teste para avaliação das catecolaminas plasmática ou 
urinária ainda é controverso em diversos estudos. Todos os testes parecem ter 
sensibilidade e especificidade para feocromocitomas, mas nem todos os estudos 
confirmam sensibilidade para hipertensao ou outras doenças.  
As diretrizes para dosagem de catecolaminas aceitam limiares de 
precisão e exatidão analíticos de acordo com os testes de (Uger et al 2006), 
sensibilidade e especificidade publicados dependente da escolha dos grupos de 
pacientes e grupo controle. A sensibilidade e especificidade obtidas na prática 
clínica dependem de fatores como a preparação do paciente e da amostra, que 
envolvem toda a fase de pré-análise do teste. 
 
Requisitos de coleta da amostra 
A coleta da amostra deve ser adequada, pois é importante para a 




para os pacientes de como realizar uma coleta precisa de urina, 24 h, já que os 
valores de referência são expressos em quantidade excretada por dia. Em razão 
da dificuldade na obtenção de coletas completas de urina, 24 h, em crianças, as 
excreções de catecolaminas e metanefrinas são expressas por mmoL de 
creatinina e intervalos de referência dependentes da idade utilizados para teste 
bioquímico (Wu AHB, 2006).   
Além dessas orientações, é importante seguir as recomendações 
dietéticas hipocalóricas e restrições ao fumo, ao consumo de álcool, às xantinas e 
às cafeínas três dias que antecedem o exame para uma boa coleta de material 
biológico. A coleta de plasma é mais conveniente do que a de urina, 24 h, para a 
maioria dos pacientes, e outros testes bioquímicos também podem ser solicitados 
na visita laboratorial. Para catecolaminas plasmáticas, tem sido recomendado que 
os pacientes devam estar em jejum de pelo menos quatro horas, descansar na 
posição supina por 30 min antes da coleta em plasma EDTA, mas também podem 
ser plasma heparina, e seguir as mesmas recomendações citadas para as 
dosagens urinárias (Wu AHB, 2006). 
Catecolaminas e metanefrinas são conhecidas por terem diferentes 
estabilidades químicas em amostras de urina armazenadas sob várias 
condições. Um inconveniente da coleta de urina é a necessidade de adicionar 
ácido concentrado no recipiente de coleta para estabilizar a oxidação das 
catecolaminas antes de o paciente colhê-la. Isso requer que ele leve para casa o 
recipiente contendo ácido concentrado que muitas vezes poderia provocar um 
acidente de contato. Em estudo de nosso grupo, ficou padronizada a coleta de 
urina, 24 h, acidificando o conteúdo após a entrega do recipiente no laboratório 




Jacques et al. (2002) e Boyle et al. (2007) estudaram os melhores 
métodos bioquímicos para realizar o diagnóstico de feocromocitoma3 e 
demonstraram que catecolaminas plasmáticas apresentaram melhores resultados 
que ácido vanilmandélico (VMA) urinário, em um estudo multicêntrico de coorte, 
com pacientes testados para feocromocitoma, em quatro centros de referência e 
com seguimento de 1994 a 2001. 
Tsunoda M et al. (2006) estudaram os vários métodos disponíveis 
para determinação de catecolaminas tanto no plasma como na urina, enquanto 
Oshima e Maruyama (1978) validaram o método de RIE como procedimento 
técnico adequado tanto em sensibilidade como em especificidade na dosagem de 
catecolaminas em fluídos orgânicos; plasma e urina.  
Medidas urinárias de catecolaminas vêm sendo utilizadas para 
avaliar a atividade simpatoadrenal total há muitas décadas, mas há várias 
desvantagens técnicas, das quais uma delas é a dificuldade de controle na coleta 
do material biológico, além de tratar-se de medidas indiretas obtidas por seus 
metabólitos. 
Em estudo realizado por Bravo et al. (1981), cerca de 30% dos 
portadores de feocromocitoma apresentaram níveis de catecolaminas 
semelhantes aos hipertensos essenciais. Esse trabalho motivou o emprego de 
dosagem das catecolaminas plasmáticas e urinárias para indivíduos com 
hipertensão resistente. 
                                            
3
 Feocromocitomas são tumores originários das células cromafins do eixo simpático adrenomedular, 
caracterizados pela autonomia na produção de catecolaminas, mais frequentemente adrenalina e/ou 
noradrenalina. A localização medular é a mais frequente (90% dos casos), podendo, entretanto, ter origem 










Circulação no plasma Livre 
Meia vida plasmática Curta (minutos) 
Concentração no plasma Muito baixa - ng ou pg 
Figura 5. Características físico-químicas dos Hormônios e Catecolaminas. 
 
Plaquetas 
Estudos sobre os métodos utilizados para o diagnóstico e 
monitoramento de feocromocitoma têm avaliado as catecolaminas plaquetárias 
em adição com a plasmática e urinária e vêm evidenciando a superioridade da 
técnica em relação às dosagens no plasma e urina, 24 h (Faiçal & Shiota, 1997). 
Autores como Cartensen e Yudkim (1994) estudaram as taxas de 
catecolaminas em plaquetas considerando que elas sejam um índice mais estável 
de avaliação do que de catecolaminas plasmáticas circulantes, que são afetadas 
por ações físicas e psicológicas agudas. Um fator muito importante e atuante na 
ativação das catecolaminas é o estresse. Vários autores demonstraram em suas 
investigações que estudar catecolaminas em plaquetas seria um caminho mais 
fidedigno para avaliar efetivamente o SNS. 
Outros autores como Blandini et al. (1995) observaram que 
catecolaminas plaquetárias não refletem o aumento agudo de catecolaminas 
plasmáticas durante o estresse em curto período de tempo. O estudo foi realizado 
em indivíduos que passaram por três tipos de situação de estresse e não tiveram 




plasmáticas. Os autores então concluíram que, dos vários métodos de dosagem 
de catecolaminas, as plaquetárias representam uma dinâmica de balanço entre os 
dois compartimentos e que elas têm uma meia-vida de 72 horas em média nas 
plaquetas, descritas por vários autores (Cartensen et al., 1994). 
Zweifler e Julius (1982) dosaram catecolaminas plaquetárias por 
métodos de RIE em 16 pacientes com feocromocitoma, que apresentaram 
noradenalina e adrenalina aumentada. Eles evidenciaram que as catecolaminas 
plaquetárias estavam mais elevadas do que àquelas no plasma para o 
diagnóstico de feocromocitoma. Kevin et al., (1990) demonstraram que as 
plaquetas acumulam continuamente as catecolaminas dependentes do plasma. 
Enquanto no plasma as taxas de catecolamina tornam-se rapidamente flutuantes, 
nas plaquetas, o retorno é mais lento. 
Cartensen et al. (1994) testaram a hipótese de que as taxas de 
catecolaminas plaquetárias devem ser mais estáveis e que elas não são afetadas 
por mudanças bruscas.  
 
1.3.3. Mecanismo de ativação do sistema nervoso simpático na 
Apneia Obstrutiva do Sono  
Muitos estudos referem hiperatividade simpática em doentes com 
AOS (Fletcher et al., 1995; Narkiewicz et al., 1999). Os episódios repetidos de 
obstrução das vias aéreas superiores, característicos da AOS, provocam hipóxia 
intermitente e grandes oscilações na pressão intratorácica, desencadeando 
respostas autonômicas, incluindo a hiperatividade do SNS.  
Em pacientes com AOS, foi descrito um aumento dos níveis de 
catecolaminas urinárias cujos níveis diminuem após a traqueotomia (Fletcher et 
al., 1987). Existe uma relação direta entre hipoxemia e aumento da atividade 




apneia com a administração de O2 (Smith et al., 1996). Sendo os quimioreflexos 
um importante mecanismo da regulação respiratória e da função cardiovascular 
autônoma, Narkiewcz et al. (1999) demonstraram que a AOS está associada à 
potenciação seletiva das respostas autonômicas, hemodinâmicas e ventilatórias e 
à ativação quimioreflexa periférica por hipóxia, em estudos controlados.  
Há evidência de que a sensibilidade reflexa barorreceptora 
espontânea está reduzida na AOS grave. Isso sugere que, em tais doentes, a 
disfunção barorreflexa e não só a estimulação quimiorreceptora por hipóxia 
podem estar envolvidas na ativação simpática que ocorre durante o sono. Tal 
disfunção pode contribuir para o aumento da morbidade e mortalidade. 
Somers et al. (1995) e Coy et al. (1996) descreveram estudos que 
evidenciaram que a hipoxemia noturna e a fragmentação do sono causam 
ativação do SNS, com impacto negativo no sistema cardiovascular. 
Guileminault e Poyares et al. (2005) relataram que o sistema 
cardiovascular é continuamente modulado pela interação entre nervos simpáticos 
e parassimpáticos. A atividade desses dois componentes é modificada durante o 
sono normal, e o aumento da atividade nervosa simpática é um dos principais 
mecanismos que explicam a associação entre AOS e HAS. Nesse estudo, foi 
visto que um contínuo aumento do tônus simpático, da frequência cardíaca e da 
atividade parassimpática estava presente, porém, de maneira distinta, nos 
distúrbios respiratórios avaliados.   A hipoxemia, como efeito resultante da apneia, 
afeta o sistema cardiovascular por meio de vários mecanismos, tais como a 
redução do suprimento de oxigênio para o miocárdio, o aumento da atividade do 
SNS, o desenvolvimento da disfunção endotelial e os efeitos procoagulantes 
(Arias et al., 2007).  
Alguns autores sugerem que o risco de mortalidade por insuficiência 
cardíaca se correlaciona com o grau do aumento de atividade simpática e que 
isso ocorre no período noturno em pacientes com apneia do sono. (Bradley & 




Há várias linhas de investigação relacionando o aumento da 
atividade simpática com AOS e HAS. A dificuldade desses estudos são as 
metodologias adotadas para avaliação do SNA, pois nem todas são aplicáveis ou 
devidamente validadas. Os estudos na literatura que avaliaram as catecolaminas 
apresentam muitas limitações metodológicas e fatores de confusão não 
controlados, como obesidade e ausência de controle para dieta hipercalórica, 
xantina, cafeína, álcool, fumo, exercícios físicos e medicações, o que pode 
potencialmente prejudicar o resultado das avaliações. Portanto, o envolvimento da 
alteração do turnover das catecolaminas e do SNA no desenvolvimento de HAS 
na AOS parece não estar totalmente esclarecido. 
Essa preocupação sobre a hipertensão fez com que, a partir do final 
da década de 1980 e com maior expressão até 2001, surgissem diversos estudos 
na literatura que investigassem a AOS associada à HAS, avaliando 
principalmente o SNA, até porque identificou-se que a atividade simpática dos 
pacientes em questão também estaria aumentada durante o período do sono em 
consequência da dessaturação e hipoxemia. Entretanto esses estudos eram 
controversos por conta dos fatores confundidores que nem sempre eram 
controlados. A dosagem de catecolaminas plasmáticas e urinárias foi realizada 
em diversas investigações e muitos divergiram quanto aos resultados, como 
demonstrado em relevante metanálise de Coy et al. (1986).  
Nessa metanálise, os autores avaliaram 24 estudos que analisaram 
as catecolaminas com dosagens plasmáticas e urinárias em indivíduos com AOS 
sem e com tratamento com o equipamento de pressão aérea positiva contínua 
nas vias respiratórias (CPAP – continuous positive airway pressure), durante o 
sono e na vigília, e relataram que apenas quatro estudos não apresentaram 
relação de noradrenalina e adrenalina com a AOS. Todos os outros trabalhos 
apresentaram alterações do SNS evidenciado nas quantificações de adrenalina 
ou de noradrenalina e/ou em ambas, entretanto, sem controle dos fatores de 




Elmasry et al. (2002) analisaram os distúrbios do sono e HAS em 
2.668 homens de 40 a 79 anos e concluíram que indivíduos com AOS e HAS 
apresentaram aumento de concentração dos metabólitos extraneurais de 
catecolaminas independentemente da elevação da atividade do SNS.  
Kaditis et al. (2009) utilizaram dosagens plasmáticas e urinárias de 
catecolamina para avaliar a ativação do SNS em crianças com distúrbios 
respiratórios e encontraram correlação entre a hipoxemia noturna e os níveis de 
noradrenalina da manhã, com consequente aumento do tônus simpático. 
Gonzalez-Martin et al. (2009) estudaram o efeito da hipóxia 
intermitente em ratos machos realizando dosagens plasmáticas de catecolaminas 
e demonstraram que a hipóxia intermitente aumenta a atividade simpática e, 
concomitantemente, os níveis de noradrenalina, o que seria responsável pela 
elevação do tônus vascular e da PA sanguínea. Ao despertar do sono, a atividade 
simpática, a pressão arterial/débito cardíaco e a frequência cárdica elevam 
rapidamente resultando em maior aumento da demanda de oxigênio no momento 
que a saturação de oxigênio está mais baixa (Eckert et al., 2009). Estudo de 
Garcia et al. (2013) mostrou que quando se mede a PA nas 24h, existe um 
aumento da PA em cada despertar do sono fragmentado, o que poderia levar a 
maior consequência cardiovascular ao longo do tempo. 
A ativação do SNS associado à AOS pode provocar a evolução da 
doença cardiovascular e o aumento da produção de catecolaminas, isto é, de 
noradrenalina e adrenalina, que preparam o organismo para reações de defesa. 
As catecolaminas ampliam a velocidade de contração e condução cardíaca que, 
por sua vez, aumenta o débito cardíaco e a pressão arterial. Além disso, eles 
facilitam a respiração por ser broncodilatadoras (Goazal et al. 2012).  
Consequentemente um grande número de pesquisas tem sido 
realizado para entender as alterações autonômicas que ocorrem com a transição 




Hakim et al. (2012) analisaram as alterações do SNA e os sistemas 
catecolinérgicos no contexto da AOS. Nessa revisão, os autores concluíram que, 
em razão dos papéis originais que as catecolaminas desempenham na 
transdução da atividade simpática, havia presença de níveis elevados de 
catecolaminas na urina e no plasma em pacientes com AOS. Alguns desses 
estudos também demonstraram que níveis de catecolaminas foram atenuados 
após o tratamento com CPAP, levando à suposição que os níveis de 
catecolaminas podem servir como um biomarcador de AOS conclusão defendida 
por vários autores. (Fletcher et al., 1987; Ziegler et al., 1997; Sukegawa et al., 
2005; Drager et al., 2007; Zhang et al., 2011). Entretanto, dados convergentes de 
ensaios clínicos revelaram uma grande variabilidade de resultados em relação ao 
tratamento com CPAP e seus efeitos sobre os níveis de catecolaminas, que se 
estendiam na vigília, enquanto outros trabalhos não encontraram nenhum efeito 
do CPAP sobre as concentrações de catecolaminas (Ziegler et al. 2001; 
Comondore et al. 2009).  
O papel dos níveis de catecolaminas como biomarcadores válido 
para o diagnóstico de AOS não está muito bem estabelecido, provavelmente em 
razão do grande número de interferências de fatores confundidores e morbidades 
que acompanham a AOS, que podem de maneira independente elevar os níveis 
de catecolaminas. HAS, obesidade, medicamentos, idade, entre outros, não são 
fáceis de controlar, por isso aumentam a dificuldade de interpretar o real impacto 
dos níveis de catecolaminas em pacientes com AOS. 
Outro mecanismo envolvido com a elevação das catecolaminas 
durante os eventos de apneia obstrutiva do sono (Svatikova et al, 2005), é a 
ativação da oxidação lipídica. As catecolaminas poderiam inibir o efeito dos 
sistemas de defesa antioxidantes e inativar as enzimas mitocondriais como 
demonstrados por alguns autores (Christou et al, 2003). Esse mecanismo poderia 
explicar a formação de substâncias oxidadas que participam ativamente na 




1.4. Implicações do tratamento da Apneia Obstrutiva do Sono com a 
Pressão Positiva Contínua nas Catecolaminas circulantes 
O tratamento padrão ouro para AOS é o CPAP, que consiste de 
uma máscara facial conectada a uma bomba que força o ar para as fossas 
nasais em alta pressão, suficiente para superar as obstruções nas vias aéreas e 
estimular a respiração normal. A pressão oferecida nas vias aéreas superiores é 
contínua durante a inspiração e a expiração. 
Vários estudos indicam uma diminuição significativa nos níveis de 
catecolaminas plasmática e urinária após a terapia com CPAP (Hedner et al., 
1995; Kato et al., 1999). 
Minemura et al. (1998) dosaram os níveis de noradrenalina e 
adrenalina plasmática e urinária em pacientes com HAS e AOS, antes e após o 
CPAP, e observaram diminuição dos níveis plasmáticos e urinários de 
noradrenalina durante o dia e a noite do CPAP, diferença não encontrada em 
relação à adrenalina. Esses achados contribuem para considerar o envolvimento 
das catecolaminas como fator importante de elucidação desse mecanismo. 
Doentes com AOS têm elevados níveis de atividade neuromuscular simpática, 
que diminuem significativamente após tratamento prolongado com CPAP 
(Narkiewicz et al. 1999). 
Outros registros indicam uma diminuição significativa nos níveis de 
catecolaminas plasmática e urinária após a terapia com CPAP (Heitmann et al., 
2004). Os doentes com AOS têm elevados níveis de atividade neuromuscular 
simpática, que diminuem significativamente após o tratamento prolongado com 
CPAP (Bonsignore et al., 2006).  
Mansfield et al. (2003) demonstraram que os pacientes com apneia 
moderada e acentuada tratados com o CPAP apresentaram diminuição da 




Em revisão de Hakim et al. (2011), é mencionado muitos estudos 
realizados após o tratamento com CPAP, nos quais foram encontrados resultados 
positivos. Os pacientes apresentaram redução nos níveis de noradrenalina e 
adrenalina plasmática e urinária após o tratamento como registram os estudos de 
Drager et al. (2007), Comondore et al. (2008) e Zhang et al. (2011), entretanto os 
dados foram controversos em outros ensaios clínicos que revelaram uma grande 
variabilidade de resultados em relação ao uso de CPAP sobre as catecolaminas 
(Ziegler et al. (2001); Comondore et al., 2009).  
Essas discrepâncias, explicadas por alguns autores (Hakim et al., 
2012), ocorreram em razão do efeito do CPAP sobre a pressão arterial e o fluxo 
simpático, que é mais proeminente em pacientes com AOS com HAS do que em 
normotensos com AOS. 
Kohler et al., (2011) analisaram o efeito do CPAP em pacientes com 
AOS e mostraram que a retirada do CPAP foi acompanhada por recorrência 
rápida dos sintomas da AOS, o que provocou retorno da sonolência subjetiva, 
prejudicou a função endotelial, aumentou a pressão arterial e a frequência 
cardíaca e identificou a elevação dos níveis de catecolaminas. 
Esses estudos em conjunto parecem apoiar a hipótese de que, nos 
pacientes com AOS, há elevação dos níveis de catecolaminas e que, com o 
tratamento com CPAP, eles são atenuados e tornam-se elevados novamente na 
interrupção do tratamento. Diante desses fatos, torna-se plausível considerar que 
os níveis de catecolaminas tanto no sangue quanto na urina, como biomarcadores 
de gravidade da AOS, podem ser utilizados para monitorar as respostas ao 
tratamento dessa doença.  
 
1.4.1. Estudos com Sham-CPAP 
Os estudos que avaliaram a eficácia do CPAP em vários desfechos 




exemplo, o CPAP com pressão mínima ou placebo medicamentoso (Ballester et 
al., 1999; Redline et al.,1998).  
Farre et al. (1999) observaram falhas nesses estudos, uma vez que 
o instrumento de comparação entre os pacientes dos grupos tratado e não tratado 
eram diferentes. Em um esforço para criar um placebo ideal, os autores 
modificaram um CPAP, de modo que a pressão na máscara fosse menor do que 
1cmH2O (denominado Sham-CPAP). Neste estudo, o equipamento de Sham-
CPAP incluía um aumento no orifício expiratório da máscara do CPAP para 
eliminar a resistência ao fluxo aéreo (e praticamente cancelar a pressão nasal) e 
um resistor com um pequeno orifício colocado entre o CPAP e o circuito (Farre e 








Figura 6. Ilustração do Sham-CPAP usado por Farre et al., 1999 
 
Recentemente, Rodway et al. (2010), com o intuito de confirmar o 
uso do Sham-CPAP como um placebo ideal, analisaram os parâmetros 
polissonográficos de pacientes com SAOS avaliados numa noite basal 
comparando com uma noite de estudo com Sham-CPAP, em ordem fixa. Os 




do sono na noite com Sham-CPAP (redução da eficiência do sono, aumento do 
índice de despertares, aumento do estágio 1 do sono não REM, e aumento da 
latência para REM). Apesar desses achados, os resultados não comprometeram 
seu uso clínico. Desse modo, o Sham-CPAP tem sido o placebo de escolha nos 
estudos randomizados e controlados para avaliação da efetividade do tratamento 
com CPAP (Rodway et al., 2010).  
 
1.5. Aterosclerose e Apneia Obstrutiva do Sono 
Nas últimas décadas, as pesquisas revelaram muitos componentes 
patológicos dos eventos que constituem a AOS e que levam às doenças 
vasculares ateroscleróticas. Desses componentes envolvidos, ressaltamos o 
aumento do estresse oxidativo, como resultado da hipóxia intermitente, 
inflamação vascular, ativação de plaquetas e coagulação, disfunção endotelial e, 
finalmente, formação de placas de ateroma.  
Dean & Wilcox (1993) explicam que, na fisiopatologia da 
aterosclerose, há um processo inflamatório crônico envolvendo as paredes 
vasculares que leva anos para evoluir. Os mecanismos que conduzem a 
formação de placas de ateroma envolvem uma complexa interação da disfunção 
endotelial e os mecanismos inflamatórios e hemostáticos sistêmicos, incluindo as 
plaquetas e as vias de coagulação. Acredita-se que o endotélio vascular seja 
importante na regulação do tônus vascular, pois modula a ativação das plaquetas 
e da adesão celular, em face de uma variedade de sinais de estresse e de 
circulação vascular. O endotélio saudável também pode promover mecanismos 
de defesa para manter a sua integridade em resposta a várias lesões. 
A disfunção endotelial precede o desenvolvimento da aterosclerose. 
A lesão endotelial permite a entrada de lipoproteínas do sangue e de fatores 
circulatórios na íntima vascular, conduzindo a ativação de macrófagos e linfócitos 




citocinas e interleucinas a partir de células endoteliais danificadas e de 
macrófagos, aumentando a expressão de moléculas de adesão nas células 
endoteliais, as quais incentivam maior afluxo de células inflamatórias e 
circulatórias, com consequente adesão de plaquetas (Prabhakar NR, 2002).  
Outra condição que é favorecida pela AOS é o estresse oxidativo 
sistêmico, em que substâncias reativas de oxigênio (SRO) são liberadas de 
leucócitos ativados, que, por sua vez, promovem a oxidação das lipoproteínas e 
de várias macromoléculas, perpetuando a inflamação e aumentando ainda mais a 
lesão tecidual. Juntamente com os fatores pró-inflamatórios sistêmicos, há maior 
chance de elevação do risco cardiovascular, com a perpetuação da inflamação, 
que leva à formação da placa de ateroma, provocando sua progressão e até 
mesmo sua ruptura.  
A ruptura da placa aterosclerótica causa uma rápida progressão da 
oclusão vascular e das síndromes cardiovasculares, incluindo IAM e eventos 
cerebrovasculares isquêmicos (Steinberg et al, 1989).  
Carpagnano et al. (2003) ressaltam que o estresse oxidativo tem sido 
associado ao desenvolvimento de doenças cardiovasculares e cerebrovasculares. 
Radicais livres produzidos dentro da vasculatura contribuem para patogênese da 
HAS, doença arterial coronariana, acidente vascular cerebral, insuficiência cardíaca 
crônica, diabetes, doenças inflamatórias crônicas e doenças neurodegenerativas 
como a de Mal de Alzheimer (Kryger et al., 1998), entretanto a AOS também se 
associa a comorbidades cardiovasculares por estar envolvida em diversos 
processos que podem facilitar e/ou promover a aterosclerose, causada, sobretudo 
pela hipóxia intermitente, que é a principal característica da AOS (Saletu & 
Lalouschek, 2008). Isso sugere que esse mecanismo ocorra de modo independente 
da obesidade e do percentual de gordura corporal. 
Drager et al. (2005) chamam a atenção para o fato de que terapias 




para a intervenção na população de pacientes com AOS que não toleram a 
terapia padrão com CPAP. Esse assunto ainda é considerado controverso.  
Carpagnano et al. (2003) observaram elevação dos níveis de 8-
isoprostano em pacientes com SAOS em comparação com aqueles obesos 
comparados com indivíduos saudáveis. No entanto, há também observações 
contrárias sobre o estresse oxidativo e a AOS. Wali et al. (1998). não mostraram 
diferenças na susceptibilidade do LDL ao estresse oxidativo entre pacientes com 
AOS e os controles.  
Assim, parece haver inconsistências nos estudos anteriores sobre o 
estresse oxidativo em pacientes com AOS. Esses resultados conflitantes podem 
ser explicados por vários fatores: presença de comorbidades e/ou medicamentos 
para pacientes com AOS, os quais podem ter efeitos significativos para as 
medidas de SRO, ausência de controles pareados para IMC, uma vez que a 
obesidade pode provocar estresse oxidativo independentemente da AOS, e, 
finalmente, fatores de interferência laboratoriais metodológicos das medidas de 
radicais livres. 
Saarelainen et al. (1999) publicaram um estudo em que os autores 
dosam substâncias que se relacionam com peroxidação lipídica em AOS, como 
LDL-ox, TBARS e isoprostanos. Essas substâncias mostraram níveis aumentados 
em indivíduos com AOS sem comorbidades em comparação aos controles. Eles 
afirmaram que qualquer elevação sustentada de SRO em pacientes com AOS 
pode ajudar a explicar a prevalência aumentada de doenças cardiovasculares.  
Saletu et al. (2008) observaram que a sonolência diurna excessiva é 
preditora de aterosclerose carotídea em pacientes com AOS e que há relação 
entre a gravidade de AOS e medida de aterosclerose carotídea determinada por 
ultrassonografia e marcadores bioquímicos como proteína C reativa (PCR) sérica. 
Esses mesmos autores verificaram que há associação significante de AOS, 
mesmo na forma leve, com aterosclerose precoce. Dragger et al. (2010) 




pacientes com síndrome metabólica e relataram que, como a AOS é muito 
comum, ela se torna potencializadora de doença aterosclerótica em pacientes 
nesta condição. 
Além de estudos epidemiológicos, o mais citado é o Sleep Heart 
Health Study, diversos estudos clínicos têm focado na medição direta da 
aterosclerose ou de seus marcadores em indivíduos com diferentes graus de 
AOS. Entretanto a avaliação de uma associação independente entre AOS e 
aterosclerose é potencialmente afetada por uma série de fatores de confusão.  
Saletu et al (2008) em estudos transversais encontram em suas 
investigações maior espessura da parede íntima-média da carótida (PIMC) em 
indivíduos com AOS, em comparação com aqueles sem AOS. 
Outro estudo também sugere que além de HAS e síndrome 
metabólica, a AOS teve efeitos aditivos sobre tais marcadores precoces da 
aterosclerose, incluindo espessura da íntima carotídea, distensibilidade carotídea 
e velocidade da onda de pulso carotídeo-femoral (Kondo et al, 2011). 
Estudos futuros são necessários para determinar a confiabilidade da 
medida da espessura da camada íntima da carótida como um marcador 
associado à doença aterosclerótica em pacientes com AOS. 
Outro mecanismo diz respeito às propriedades pró-aterogênicas das 
plaquetas aderindo-se ao endotélio doente com liberação de uma série de 
mediadores aterogênicos, como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, 
moléculas de adesão e fatores de coagulação. Tais expressões promovem 
ativação de leucócitos, proliferação, adesão e migração para as placas 
ateroscleróticas. Nesse sentido, vários estudos têm mostrado que as plaquetas 
são ativadas, aumentando a agregação plaquetária em indivíduos com AOS, que 
pode ser atenuada por tratamento com CPAP (Toraldo et al., 2013). Como 
exemplo, o maior grau de ativação plaquetária foi associado a mais grave 




têm sido associadas ao desequilíbrio na atividade trombótica e antitrombótica 
circulatória, resultando na mudança dos perfis de coagulação (Kondo et al., 2011). 
A fim de demonstrar uma associação entre AOS e aumento do 
estresse oxidativo de forma conclusiva, vários fatores de confusão, incluindo 
obesidade, comorbidades, tabagismo e até mesmo a influência da dieta, devem 
ser devidamente controlados. A escolha e adequação dos parâmetros do sono 
mensurados para refletir a gravidade da hipóxia intermitente também podem 
contribuir para a heterogeneidade dos resultados. 
 
1.5.1. Efeito do tratamento com o CPAP sobre a aterosclerose 
A aterosclerose é uma patologia comum em vasos sanguíneos e de 
relevante importância em indivíduos com AOS. Sabe-se que AOS não tratada 
pode predispor à HAS assim como potencializar outros mecanismos que 
aumentam riscos para doenças cardiovasculares, como a aterosclerose (Marin et 
al. 2005). 
Alguns estudos que investigaram o efeito do tratamento sobre os 
parâmetros indicativos da aterosclerose acharam positivos os resultados em 
pacientes com AOS tratados com CPAP nos quais os parâmetros de peroxidação 
lipídico foram atenuados após seu uso (Drager et al., 2007).  
Um ensaio clínico brasileiro tem mostrado redução na camada 
íntima da artéria carótida e bem como nos níveis de proteína C reativa e de 
catecolaminas circulantes, após quatro meses de tratamento com CPAP (Drager 
et al. 2007)  
Lorenz et al. (2007) e Xu et al. (2014) relatam estudos transversais, 
randomizado e controlado e relataram uma melhora significativa do perfil lipídico, 
da hemoglobina glicada e da pressão arterial, bem como diminuição da frequência 




grupo sham-CPAP, mas melhora significativa da PIMC apenas foi observada no 
subgrupo com adesão ao CPAP. 
Lorenzi-Filho & Drager (2007) mostraram em estudos com pacientes 
tratados com CPAP pode significantemente melhorar os sinais precoces de 
aterosclerose em pacientes com AOS severa. No estudo, 24 pacientes com AOS 
receberam tratamento com CPAP versus nenhum tratamento. Os resultados 
mostraram que, após quatro meses, os pacientes tratados apresentaram uma 
diminuição significante da espessura das artérias estudadas por estes autores.    
Por fim, há também relatos de aumento da produção de espécies 
reativas a Oxigênio a partir de leucócitos inflamatórios, como neutrófilos e monócitos, 
em pacientes com AOS, que foi revertida com o tratamento CPAP (Kryger et al., 
1998). Não obstante, tal evidência para o aumento do estresse oxidativo em AOS 
não foi reprodutível em alguns outros estudos (Prabhakar NR, 2002). 
 
1.5.2. Perfil Lipídico e Apneia Obstrutiva do Sono 
A ligação entre AOS e metabolismo lipídico ainda precisa ser bem 
definida (Xu et al., 2014). Há uma ligação direta entre o sistema adrenérgico, os 
níveis de lipídios e a atividade simpática elevada crônica em pacientes com AOS. 
Esses autores mostraram diminuição de HDL-C e aumento nos níveis séricos de 
TG. Alterações metabólicas e formação de placas de ateroma têm sido 
anteriormente demonstradas em ratos expostos à hipóxia crônica intermitente 
(IH). 
A associação entre AOS e perfil lipídico tem sido estudada com 
resultados conflitantes, dos quais alguns sugerem que a AOS é associada a 
anormalidades lipídicas, enquanto outros mostram que a dislipidemia está 




Há crescentes evidências em estudos animais e experimentais que a 
hipoxemia intermitente (HI) deve favorecer as dislipidemias. Alterações do 
metabolismo lipídico podem contribuir para o risco cardiovascular na AOS. 
Trzepizur et al. (2013) e Gagnadoux et al. (2013) evidenciaram, em seus estudos 
com perfil lipídico e AOS, que há uma independente associação entre IH e 
dislipidemia em paciente com AOS.  
No considerável estudo Sleep Heart Health Study (SHHS), houve 
uma associação independente entre a gravidade dos níveis de AOS e HDL-C 
apenas nas mulheres, enquanto havia somente uma associação menor, mas 
significativa, com os níveis de Colesterol total em homens. Esses resultados 
foram evidentes na faixa etária menor de 65 anos após o ajuste para covariáveis 
(Floras JS, 2014). 
Como os estudos mencionados defendem que a AOS contribui para 
a alteração do perfil lipídico independentemente de outros fatores, encontramos 
estudos na literatura que são controversos a esses achados, como Sharma et al. 
(1996) que constataram que AOS não tem associação  com anormalidades 
lipídicas e que a obesidade é o principal determinante de anormalidades 
metabólicas em indivíduos obesos com AOS.  
Apesar de ter sido previamente assumido que isso era devido à sua 
relação com a obesidade, dados recentes sugerem que a AOS é 
independentemente associada a fatores de risco cardiovascular que compõem a 
síndrome metabólica (SM), sendo um deles a dislipidemia (Trzepizur et al. 2013) . 
Com essa afirmação, a nossa maior preocupação é sobre o seu 
tratamento. Será que o CPAP, que é o tratamento de escolha, influenciaria 
nesses parâmetros, isto é, no perfil lipídico? 
Alguns estudos relevantes surgiram na literatura para responder a 





1.6. Implicações do tratamento da Apneia Obstrutiva do Sono com 
Pressão Positiva Contínua no perfil lipídico  
O CPAP pode reduzir os níveis séricos de fatores de risco 
cardiovascular, como colesterol total e marcadores de inflamação sistêmica 
(Steiropoulos et al 2007).  
Nesse sentido, vários estudos têm fornecido evidências dos 
benefícios do tratamento com CPAP sobre o perfil lipídico de pacientes com AOS. 
Com isso surgiram inúmeras investigações que associaram o tratamento da AOS 
com o CPAP e seu respectivo efeito sobre o perfil lipídico destes pacientes. 
Podemos citar uma gama de investigações que mostraram resultados benéficos 
sobre o perfil lipídico, mas em contrapartida também surgiram inúmeros que 
apresentaram resultados de nenhum efeito do CPAP nos parâmetros lipídicos dos 
pacientes. 
Chin et al. (1999) estudaram as mudanças nos níveis de lipídios 
antes e após oito meses de tratamento com CPAP em 22 pacientes com AOS 
controlando para redução de peso, definido como a mudança IMC > 1 kg/m2 da 
linha de base. No grupo sem redução de peso (n = 13), ocorreu significativo 
aumento nos níveis de HDL-C (p = 0, 013) e diminuição de LDL-C (p = 0, 046). No 
grupo com a redução do peso corporal (n = 9), houve melhoria significativa de 
mais parâmetros lipídicos tais como níveis de HDL-C, LDL-C, triglicerídeos Apo A 
– II e de Apo C – II. 
Investigações de Buechner et al. (2001) estudaram o efeito do 
tratamento sobre os níveis lipídicos em pacientes com AOS. Eles demonstraram 
uma diminuição significativa nos níveis de colesterol total e de LDL-C (p < 0, 001) 
após seis meses, mas isso ocorreu somente nos pacientes efetivamente tratados 
com CPAP. 
Em metanálise de Robinson et al., (2004) em relação ao efeito de 




triglicérides, apesar do tempo de tratamento curto (um mês), houve redução 
significativa nos níveis de colesterol total entre os pacientes que receberam CPAP 
terapêutica (p = 0, 001), ao passo que tal mudança foi observada entre aqueles 
que receberam CPAP subterapêutica. Não foram observadas alterações 
significativas nos níveis séricos de triglicérides em ambos os grupos. 
Dorkova et al., (2008) examinaram o efeito da terapia de CPAP de 
oito semanas em 32 pacientes com severa AOS e a síndrome metabólica, bem 
como o papel de adesão à terapia. A adesão adequada do uso de CPAP foi 
definida em mais de 4h/noite, enquanto a baixa adesão em menos de 4h/noite. 
Eles observaram uma redução significativa nos níveis de colesterol total (p = 0,02) 
e Apolipoproteina B (p = 0, 009) em pacientes com adesão adequada ao 
tratamento. Por outro lado, nenhuma mudança significativa foi observada no 
grupo de não adesão. Outro estudo que apresentou resultados benéficos sobre o 
perfil lipídico foi o de  Vassileios et al., (2013) que analisaram o efeito da adesão ao 
tratamento com CPAP nos lipídios, demonstrando melhoras significativas no 
colesterol total (p = 0, 021), relação colesterol total / HDL-C (p = 0, 018) e 
proporção ApoB / ApoA – I (p = 0, 021) após seis meses. Mais uma vez, as 
reduções só foram alcançadas em pacientes que aderiram adequadamente ao uso 
do CPAP (≥ 4 h uso por noite). 
Entretanto, os resultados de vários estudos sobre o efeito do 
tratamento com CPAP sobre os lipídios em populações com AOS tem sido 
conflitantes. O período de uso do CPAP e a adesão do paciente, a condição 
metabólica (dislipidêmicos ou não dislipidêmicos, obesos ou não obesos) podem 
potencialmente explicar as diferenças entre as populações estudadas. 
Observamos uma serie de estudos que sugerem que o tratamento 
com CPAP não melhora o perfil lipídico. Davies et al., ( 1994) mediram lipídios em 
15 pacientes com AOS, não previamente tratados, em 18 roncadores comparados 
com pacientes que receberam tratamento com CPAP por mais de três meses, a 




Colesterol total, triglicérides, lipoproteína de muita baixa densidade (VLDL-C), 
LDL-C e HDL-C de pacientes com AOS e roncadores foram medidos antes e após 
o tratamento com CPAP. Não houve diferença significativa nos lipídios séricos 
entre os pacientes com AOS antes do tratamento e os roncadores. Lattimore et al. 
(2006) estudaram dez pacientes com diagnóstico de AOS moderada a grave (IAH 
> 15/h) em tratamento com auto CPAP por três meses. Não houve mudanças 
significativas em lipídios séricos após o tratamento com auto CPAP, mas isso 
pode ser devido, pelo menos em parte, ao pequeno número de indivíduos ou ao 
fato de que os níveis basais (pré-CPAP) de Colesterol total, LDL-C e HDL-C 
estavam dentro dos limites normais antes do tratamento com CPAP. 
Drager et al. (2007) estudaram o perfil lipídico de 24 pacientes com 
AOS grave e dislipidemia leve, livre de comorbidades e que não receberam 
nenhum tratamento (n = 12) e outro grupo com tratamento com CPAP (n = 12). 
Não foram observadas alterações expressivas nos níveis de colesterol, 
triglicérides, HDL-C, LDL-C em ambos os grupos, mostrando que o tratamento 
eficaz de AOS com CPAP por quatro meses não melhorou significativamente o 
perfil lipídico.  
Em face dos dados conflitantes na literatura, é importante definir os 
pacientes a serem beneficiados e o tempo de duração do tratamento com o 
propósito de produzir alterações favoráveis. Além disso, a magnitude do efeito 
tem de ser reavaliadas em as estadas iniciais de saúde dos pacientes e as suas 
adesões terapêuticas para redução de lipídios, medicamentos, dieta e as 
alterações de peso.  
Todas as questões mencionadas devem ser abordadas pela grande 
escala de ensaios clínicos randomizados. É opinião dos autores que a evidência 
acumulada para um efeito positivo com o CPAP sobre os lipídios é muito 
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A AOS é um transtorno marcado por expressivas repercussões 
cardiovasculares e é um fator de risco independente de morbidades e 
mortalidade. No entanto, não existem marcadores clínicos ou laboratoriais que 
claramente sinalizam o comprometimento cardiovascular.  
Os estudos mostram que tanto o aumento das catecolaminas 
plasmáticas e urinárias na AOS quanto sua redução com o CPAP são 
controversos. Além disso, o mesmo ocorre com o perfil lipídico de tais pacientes.  
Estes estudos foram motivados pela busca dos pesquisadores 
laboratoristas em encontrar marcadores mais sensíveis e específicos para 




















Nestes estudos, serão testadas as seguintes hipóteses: 
 A associação entre AOS e HAS leva a maiores níveis de 
catecolaminas, dessa forma, sua avaliação poderia ser 
considerada um marcador de gravidade. 
 As catecolaminas plaquetárias estão associadas à gravidade do 
distúrbio. 
 O tratamento com CPAP pode ser capaz de reverter às alterações 
das catecolaminas em pacientes com AOS.  
 A avaliação das catecolaminas nas plaquetas é mais sensível do 
que a obtida no plasma e na urina.  
 A AOS associada à comorbidades (HAS e dislipidemia) 
potencializa o surgimento de LDL oxidada que poderia favorecer o 
aparecimento da aterosclerose precoce. 
 O impacto do tratamento da AOS com CPAP reflete-se na 























 Validação da metodologia de dosagem de catecolaminas 
plaquetárias. 
Experimento 2 
 Avaliar a dosagem das catecolaminas plaquetárias, plasmáticas 
e urinárias em indivíduos com AOS associada ou não com HAS 
e buscar o método mais sensível para essa condição. 
 Avaliação da dosagem de catecolaminas em uma subpopulação 
tratada com CPAP. 
ESTUDO 2 
 Avaliar as dosagens de LDL oxidada em indivíduos com AOS 




 Avaliação do efeito do tratamento da AOS com CPAP sobre a 














5. MÉTODOS E CASUÍSTICA 
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Estes estudos foram enviados ao Comitê de Ética da Universidade 
Federal de São Paulo (Unifesp) como emenda do projeto Estratificação do risco 
cardiovascular (ERA) em indivíduos com apneia do sono, desenvolvido no 
Instituto do Sono de São Paulo – Universidade Federal de São Paulo/Unifesp. O 
Termo de Consentimento Livre Esclarecido e assinado foi obtido pelos 
participantes e estão arquivados em seus respectivos prontuários. À medida que 
surgem subestudos que fazem parte do grande ambulatório chamado ERA, são 
submetidos ao CEP para avaliação e obtenção de outro parecer de ética: CEP 
ERA 1546/06 e CEP do estudo atual 0053/10.  
 
ESTUDO 1 
5.1. EXPERIMENTO 1 
5.1.1. Validação de método 
Para os testes de validação clássicos, foi empregado o método 
comparativo de determinação de catecolaminas com padrão ouro de HPLC em 
comparação com o método de RIE com 30 amostras de voluntários saudáveis. O 
protocolo seguiu métodos de validação de Westgard (2008).  
 
5.1.2. Material e Métodos 
Selecionamos 30 voluntários, acima de 18 anos, não fumantes, com 
IMC < 40 kg/m2 que assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido 
(TCLE) e concordaram em participar da pesquisa de validação. Coletou-se 30 mL 
de sangue venoso e urina de 24 h após uma dieta restrita a xantina, chocolate, 
café, chá e álcool e de baixa taxa de carboidratos, durante três dias que 
antecediam a coleta de sangue e urina, conforme recomendações dos protocolos 
da National Committee on Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Os voluntários 
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selecionados pertenciam à comunidade que abriga nosso serviço, incluindo 
funcionários, colegas de trabalho e parentes dos pesquisadores.  
Todos os voluntários declararam não estar fazendo nenhum 
tratamento de saúde, sem  apresentar nenhuma doença até aquele momento e 
nem estavam tomando nenhum medicamento. Foram feitas medidas de PAS e 
PAD em todos os indivíduos durante os três dias pela manhã, antes da coleta de 
sangue. Medidas antropométricas, idade, IMC e dosagem de exames laboratoriais 
básicos, como hemograma completo, glicemia, ureia, creatinina e perfil lipídico 
foram determinados, para verificar a presença de alguma doença metabólica que 
poderia interferir nos resultados da dosagem das catecolaminas. Os indivíduos 
receberam orientações comportamentais para não fazer exercícios físicos ou 
frequentar algum evento que não fizesse parte da rotina deles, como festas, jogos 
ou outros eventos no período do estudo.  
 
Dosagens Laboratoriais 
Após uma hora de descanso na enfermaria de coleta de materiais 
biológicos do laboratório, foram obtidos 20 mL de sangue venoso colhido em tubo 
contendo EDTA e mais 10 mL em tubo sem anticoagulante. Foi iniciado o 
procedimento ao realizar o isolamento das plaquetas seguindo protocolo de 
técnica descrita por Christensen et al. (2005). 
O plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado pela centrifugação 
sequencial: o sangue total colhido em EDTA foi centrifugado a 350 g por 15 min 
à temperatura ambiente. Após a centrifugação, 3 mL de plasma rico em 
plaquetas (PRP) foram separados do sobrenadante, colocados em tubos de 
Eppendorf e levados ao analisador (ADVIA 120 – Siemens®) para a 
determinação do número de plaquetas que devem ser obtidas dentro da 
variação de 140-340 X 108 plaquetas/L. O plasma rico em plaquetas foi colocado 
no tubo de Eppendorf e, após essa contagem, completou-se o volume até 3 mL 
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gastos na contagem e, dessa vez, passou por mais uma centrifugação de 1800 
g, 15 min em temperatura de 4ºC. 
O sobrenadante foi decantado e o pellet de plaquetas foi 
armazenado a -80ºC a fim de manter a estabilidade das catecolaminas até a 
quantificação de noradrenalina e adrenalina, seguindo os trabalhos de Weir et 
al. (1986). 
No dia da execução, o pellet foi novamente suspenso com 0,5 mL de 
solução fisiológica para evitar interferência de qualquer tipo de tampão nas 
posteriores dosagens, e foram acrescentados 10 uL de Triton X-100 10% para 
cada 240 uL de suspensão, conforme descrito por Chamberlain et al. (1990). Os 
tubos de Eppendorf ressuspensos contendo Triton X-100 passaram por forte 
agitação em Vortex e, em seguida, por centrifugação a 7500 g, por 10 min, a 4ºC 
por meio de centrífuga (Centrifuge 5804R, Eppendorf, EUA). 
Posteriormente, a suspensão de plaquetas foi extraída em placa 
com o reagente constituído de anticorpos marcados com iodo radioativo (I 125) – 
método de RIE. Todas as amostras foram realizadas em duplicatas com controle 
do plasma e padrões com concentrações conhecidas. Essas dosagens foram 
executadas pelo método de RIE ultrassensível (Diasource, Diasource Europe 
S.A., Bélgica) pelo método de HPLC – Shimatsu com detector eletroquímico.  
Toda a técnca de isolamento, padronização e separação das 
plaquetas antes da dosagem das catecolaminas plaquetarias propriamente dita, 
está descrita detalhadamente no Anexo 4  
Em seguida, a dosagem das catecolaminas (noradrenalina e 
adrenalina) em plaquetas e em plasma foi realizada após descongelamento pelo 
método de RIE e HPLC. Para as urinas, 24 h utilizaram-se a metodologia de RIE 
somente. 
 




Após seleção e caracterização da amostra, os autores fizeram testes 
de validação do método de catecolaminas plaquetárias. Foi realizada a 
comparação de métodos de dosagem de RIE versus HPLC para dosagem de 
catecolaminas plasmáticas e plaquetárias empregando testes de correlação de 
Pearson com o Z-escore das variáveis utilizadas para a validação de métodos.  
Nas comparações entre as dosagens das urinas, 24 h, plasma e 
plaquetas, foram utilizados o Z-escore para homogeneizar as diferentes unidades 
dos resultados nos diferentes materiais biológicos.  
Para a metodologia de plaquetas, foram realizados testes de 
precisão intra e interensaio com padrões escolhidos com níveis de interesse, em 
que são realizadas sete replica tas de cada nível durante três dias, totalizando 21 
dosagens de cada nível. Os valores obtidos foram definidos com média, desvio 
padrão e coeficientes de variação (CV) intra e interensaio antes e após o 
armazenamento das plaquetas a -80ºC.  
 
5.1.3. Resultados 
Na Tabela 2, estão representadas as características antropométricas 
e os dados das médias das medidas das PAS e PAD dos indivíduos durante os 
três dias que antecederam a coleta de sangue. Observou-se que, com relação ao 
IMC, os voluntários apresentaram média acima da normalidade (28,1 ± 3,6 kg/m2), 
enquanto que as PAS ficaram com media < 140mmHg e com media de PAD < 95 
mmHg.  
Na Tabela 3, entretanto observa-se que alguns parâmetros 
laboratoriais estavam com média dentro dos níveis de referência e parâmetros 
como glicemia e perfil lipídico se apresentaram com moderadas alterações que 
caracterizaram presença de diabetes ou síndrome metabólica de alguns 
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voluntários que participaram do estudo de validação. Os indivíduos também 
apresentaram níveis de plaquetas dentro da normalidade. Os valores dos 
resultados de catecolaminas plasmáticas e plaqueta rias apresentaram níveis de 
noradrenalina dos valores de referência em sua media superior.  
 
 
Tabela 2. Características gerais antropométricas da amostra selecionada de 
ambos o gênero para o estudo de validação de métodos (n=30). 
Variáveis  Média Mínimo Máximo Desvio Padrão 
Idade (anos) 51,3 33 69 7,9 
IMC (kg/m2) 28,1 18,5 36,2 3,6 
Circunferência cervical (cm) 35,4 29 45 3,5 
Circunferência abdominal (cm) 93,8 72,5 129 11,1 
Circunferência do quadril (cm) 101,4 83 117 7,04 
PAS (mmHg) 133 95 140 16,2 
PAD (mmHg) 85,7 50 95 11,5 
Altura (m) 1,61 1,41 1,84 0,08 
Peso (Kg) 73,7 43,5 117 12,2 
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Tabela 3. Sumário dos resultados laboratoriais do Experimento 1. Características 
gerais dos resultados do perfil básico dos exames laboratoriais 
realizados na amostra selecionada (n=30). 
Parâmetros analisados Media Mínimo Maximo Desvio Padrão 
Hemoglobina (g/dL) 14,30 11,30 17,00 1,30 
Hematócrito (%) 42,60 33,80 50,60 3,60 
Plaquetas (mil/mm3) 281,10 85,10 409,10 67,80 
Leucócitos (mil/mm3) 6,60 3,20 12,20 1,90 
Creatinina (mg/dL) 0,80 0,50 1,30 0,10 
Uréia (mg/dL)  31,80 17,00 51,20 7,70 
Ácido Úrico (mg/dL) 5,50 2,40 24,20 2,70 
Sódio (mmol/L) 141,00 136,00 146,00 1,80 
Potássio (mmol/L) 4,30 3,60 5,90 0,40 
Colesterol (mg/dL) 200,20 112,00 245,10 38,00 
LDL (mg/dL) 117,70 45,00 195,00 29,00 
VLDL (mg/dL) 29,10 9,10 56,10 18,70 
TG (mg/dL) 142,20 47,00 286,20 78,20 
Glicemia (mg/dL) 104,30 51,00 140,20 31,60 
PLAD (pg/mL) 30,20 2,00 167,10 32,12 
PLNA(pg/mL) 305,20 10,00 1080,00 257,00 
PTAD (pg/108 plat) 84,50 3,00 256,70 83,60 
PTNA (pg/108 plat) 802,00 17,00 2400,10 597,30 
 
O teste de validação iniciou-se com os cálculos de correlação entre 
os dois diferentes métodos de dosagem de catecolaminas (RIE versus HPLC) 
para dosagens plasmáticas e plaquetárias (Figura 7). Observou-se que o índice 
de correlação “r” para adrenalina e noradrenalina plasmática RIE versus HPLC foi 
de r2 = 0.674 e r2 = 0,593, respectivamente. Para adrenalina e noradrenalina 
plaquetária (RIE versus HPLC), obteve-se r2 = 0,88 e r2 = 0,86, respectivamente.  
 
 





























Figura 7. Mostra o teste de correlação entre os métodos de dosagem (RIE versus 
HPLC) para catecolaminas plasmáticas e plaquetária (adrenalina e noradrenalina).  
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Testes de precisão intra-ensaios 
Foram realizados 3 ensaios  com sete replicatas consecutivos com 
cada nível de concentração baseados nas referências de noradrenalina e 
adrenalina em 3 dias, para cada catecolamina e cada material biológico ( plasma 
e plaquetas), totalizando 21 resultados de cada nível. 
Adrenalina plasmática CV = 35 % x plaquetária CV = 25% 
Noradrenalina plasmática CV = 28% x plaquetária CV = 23% 
 
Teste de precisão interensaio 
Foram realizados 7 ensaios com triplicadas das duas amostras de   
dois níveis de concentrações  ( baixa e alta) para todas as catecolaminas ( 
adrenalina e noradrenalina) para cada amostra biológica ( plasma e plaquetas), 
totalizando 21 amostras com resultados considerados consecutivos. 
Adrenalina plasmática CV = 37% x plaquetária CV = 24% 
Noradrenalina plasmática CV = 42% x plaquetária CV = 25%  
Limites de detecção Inferior método plaquetário L.I. = 0,1 pg/108 plaquetas  
Limites de detecção superior método plaquetário L.S. = 2500,0 pg/108 plaquetas.  
 
5.1.4. Conclusões  do Experimento 1 
Os testes de correlação entre os métodos de RIE e HPLC 
apresentaram uma boa relação mútua para ambos os materiais biológicos – 
plaquetas e plasma – e para as dosagens de adrenalina e noradrenalina. 
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Os coeficientes de variação intra e interensaios para a técnica de 
RIE ficaram em níveis de porcentagens aceitáveis para o método plaquetário, em 
torno de CV = 20% para adrenalina e 30% para noradrenalina, o que está de 
acordo com os achados de outros estudos na literatura. Da mesma forma, os 
limites de detecção inferior e superior apresentaram boa sensibilidade para a 
técnica de dosagens de catecolaminas por RIE em plaquetas. 
 
5.2. EXPERIMENTO 2 
5.2.1. População Selecionada para os estudos com AOS - Estudo 1 
Foram selecionados 154 pacientes recentemente diagnosticados 
com AOS pela polissonografia, que procuraram o ambulatório ERA (Estratificação 
de risco cardiovascular para AOS) e aceitaram participar do projeto ERA. 
Estabeleceram-se, previamente, critérios de inclusão para esse estudo. Os 
grupos foram distribuídos conforme mostra a Figura 8. 
Critérios de inclusão: Ambos os gêneros, idade entre 30 e 70 
anos, presença de sedentarismo, sem hospitalizações recentes ou troca de 
medicações e indivíduos que não fazem uso regular de bebida alcoólica. AOS foi 
definida como IAH > 5 eventos/hora por meio da polissonografia. 
Critérios de exclusão: Indivíduos tabagistas, insuficiência cardíaca 
classe funcional III ou IV segundo NYHA, angina instável, doença cardíaca 
valvular, arritmias graves, fibrilação atrial, bloqueio de ramo esquerdo, doença 
renal e metabólica e gravidez.  










    

























Figura 8. Grupos de Estudo 
 
ESTUDO 2 
5.3 População Selecionada – Estudo 2 
Para o Estudo 2, um total de 127 pacientes com suspeita de AOS 
moderada e grave foram selecionados e dez excluídos porque apresentaram AOS 
leve ou outros distúrbios do sono detectado na polissonografia, assim como 
outras comorbidades, que não eram o objetivo do estudo. Excluíram-se, também, 
18 pacientes que exibiram hipertensão sem AOS. Finalmente, 99 pacientes foram 
selecionados para o estudo (55 mulheres) e alocados em três grupos: GI (AOS 
com comorbidades, DIS ou HAS, n = 48); GII (AOS sem comorbidades, n = 24), e 








5.4 População Selecionada – Estudo 3 
Foram selecionados e randomizados 72 pacientes do Ambulatorio 
de Estraificação de risco para doenças cardiovasculares e apneia do Instituto do 
Sono. A randomização foi realizada para tratamento com CPAP e Sham-CPAP e 
com seguimento durante uma ano de tratamento. 
Critérios de inclusão: Foram incluídos os pacientes com IAH > 20 
por hora de sono, idade entre 35 e 65 anos, com prova de função pulmonar 
normal (VEF1/CVF > 70%), IMC < 40 kg/m2, idade entre 35 e 65 anos, não 
fumantes. 
Critérios de exclusão: Os pacientes que sofreram algum tipo de 
acidente atribuído a consequências da SAOS no último ano (near miss accident), 
os que tiveram qualquer contato prévio com CPAP, os com comprometimento 
cardiovascular grave determinado por meio de avaliação clínica, teste ergométrico 
e ecocardiograma com Doppler. 
Outros critérios de exclusão foram: gravidez, analfabetismo, doença 
pulmonar concomitante, alterações neurocognitivas graves ou neuromusculares.  
Os pacientes com SAOS moderada e grave que não puderam ser 
randomizados e, portanto, excluídos do estudo, foram encaminhados 
imediatamente para tratamento com CPAP, conforme sugerido por agências 
regulatórias internacionais (National Institute of Health).  
Avaliação dos efeitos do CPAP e Sham-CPAP nas variáveis 
sanguíneas, ecocardiográficas e pressão arterial. O Estudo 3 foi dividido em fases 
1 e, 2 descritas a seguir: 
Fase 1: Braço do estudo Sham-controlado. Nessa fase, realizamos 
um estudo duplo-cego, seis meses placebo-controlado. Depois de selecionados, 
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conforme descrito anteriormente e obedecidos os critérios de inclusão e exclusão, 
os pacientes foram randomicamente alocados em dois grupos: G1= CPAP e G2= 
Sham-CPAP. Eles foram submetidos à polissonografia de titulação de CPAP (G 1) 
e polissonografia com Sham-CPAP (G 2), de forma que não sabiam em qual dos 
grupos foram alocados.  
O ecocardiograma com Doppler (IE33®, Philips Medical Systems), 
teste ergométrico e prova de função pulmonar foram realizados no momento 
basal para afastar doenças respiratórias e cardíacas. 
Após o exame de polissonografia para titulação de CPAP, os 
pacientes iniciaram o uso do CPAP ou Sham-CPAP, sendo acompanhados nos 
1o, 3o e 6o meses, por meio de consulta com profissional médico, questionário 
clínico de sintomas (anexo 6) e de cadastro e acompanhamento de uso do CPAP 
(anexos 6 e 7). Além disso, avaliação laboratorial, ecocardigrama com Doppler, 
teste ergométrico e prova de função pulmonar, e a checagem de tempo de uso 
noturno do CPAP foram realizados respectivamente.  
Fase 2: Braço do estudo com código aberto. Após o término dos 
seis meses de randomização os pacientes com Sham-CPAP foram 
posteriormente tratados com CPAP com pressão efetiva. Os pacientes do G1 
continuaram em uso do CPAP até completar um ano. As avaliações realizadas 
anteriormente foram repetidas igualmente após 12 meses de acompanhamento. 
 
5.5 Polissonografia 
Procedimentos utilizados nos Estudos 1, 2 e 3  
Na realização deste estudo, pacientes submetidos à PSG foram 
consecutivamente incluídos e avaliados no ambulatório do Instituto do Sono, São 
Paulo, Brasil, entre março de 2007 e março de 2012.  
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A PSG foi realizada utilizando-se o sistema digital EMBLA (17 
canais, Medicare Medical Devices). As seguintes variáveis foram monitoradas: 
eletroencefalograma (4 canais: C3-A2, C4-A1, O1-A2, O2-A1), eletro-oculograma, 
(2 canais: LOC-A2, ROC-A1), eletromiograma (2 canais: submentoniano e 
músculo tibial anterior), eletrocardiograma (1 canal), ronco e sensor de posição 
corporal. 
O fluxo aéreo foi monitorado utilizando-se um termístor e cânula, e o 
esforço respiratório por meio de cintas torácicas e abdominais. A saturação de 
oxigênio e o pulso foram registrados por meio de um oxímetro de pulso (Ohmeda 
3700, GE Healthcare, Finlândia). 
Todas as polissonografias foram executadas e analisadas por 
técnicos seguindo as diretrizes dos estudos do sono (Iber et al., 2007) e revisadas 
por um médico especialista em medicina do sono. No Estudo 1, 2 e 3 as 
hipopneias foram caracterizadas segundo critério alternativo 
Após a avaliação e a caracterização pela PSG um grupo de 
pacientes com IAH severa foram selecionados e randomizados para tratamento 
com CPAP e Sham- CPAP e avaliações clinica e laboratoriais foram realizadas 
periodicamente durante um ano de tratamento.  
A adesão ao tratamento do CPAP foi monitorada com relatório de 
adesão e os aparelhos utilizados eram constituídos de horímetro ou ship de 
monitoramento.  O critério de adesão foi definido com o mínimo de 4hs/dia com 
70% de uso. 
 
5.6 Avaliação clínica 
Procedimentos utilizados nos Estudos 1, 2 e 3 
Todos os participantes foram examinados por um cardiologista ou 
pneumologista do grupo. Exame físico com ausculta cardíaca e respiratória, e 
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avaliação antropométrica (peso, altura e circunferências) feita após a anamnese 
por outros profissionais envolvidos. O anexo 5 contém a ficha de exame clínico. 
As medidas de PAS e PAD e de diagnóstico para HAS foram realizadas de 
acordo com as diretrizes da HAS, da Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC). 
O Diagnóstico de DIS baseou-se em avaliação clínica e laboratorial seguindo 
classificações da IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e Prevenção da 
Aterosclerose (2007). 
 
5.7 Testes laboratoriais 
Procedimentos utilizados nos Estudos 1, parte do 2 e parte do 3 
As seguintes análises laboratoriais foram realizadas previamente 
para o Projeto ERA: ureia, creatinina, glicemia, perfil lipídico e aminotransferases: 
métodos automatizados de química líquida (ADVIA1650, Siemens®) e química 
seca (Vitros, Johson & Johnson®). 
 Hemograma: métodos de microscopia e automatizado (ADVIA 
120, Siemens®).  
 Velocidade de Hemosedimentação (VHS): método automatizado 
(Vesmatic 20, WAMA, EUA). 
 Proteína C Reativa (PCR): método nefelometria (Immage, 
Beckman Couter, EUA). 
 Fator de Necrose Tumoral (TNF-α): método de 
quimioluminescência (Immulite 2000, Siemens®). 
 Brain Natriuretic Peptide (BNP): método de quimioluminescência 
(Centauro, Siemens®). 
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5.7.1  Procedimento da coleta de materiais biológicos: sangue e 
urina de 24 horas 
Para quantificar as catecolaminas plasmáticas, urinárias e 
plaquetárias, todos os voluntários foram orientados a fazer dieta hipocalórica e 
restrita a xantina, cafeína e álcool, durante os três dias que antecederam a coleta 
de sangue e urina, 24 h. No dia da coleta do material biológico, estavam em jejum 
de 12 horas e sem medicamentos, permanecendo em repouso por uma hora 
antes da coleta de sangue. Após a obtenção das amostras sanguíneas, os 
voluntários foram encaminhados ao restaurante onde foi servido o café da manhã, 
liberados em seguida para o retorno de seus hábitos diários.  
A punção venosa foi realizada por meio do sistema vacutainer (BD-
Benton & Dickson, EUA) em tubo contendo anticoagulante EDTA sem 
garroteamento. Nesse momento, o paciente entregava ao enfermeiro o(s) 
frasco(s) com a urina 24 h, cuja coleta foi iniciada no dia anterior. Para a obtenção 
do plasma, o sangue obtido foi centrifugado a 3.000 rpm por 15 min a 4ºC e, em 
seguida, o plasma será separado e congelado a -80ºC até o procedimento. Os 
outros tubos restantes foram preparados especificamente para a dosagem de 
catecolaminas plaquetárias, descritas no próximo item.  
Para a dosagem de catecolaminas plasmáticas e urinárias, foi 
utilizado o método de RIE com reagentes e contador gama – DPC (DiaSource, 
DiaSource Europe S.A., Bélgica). 
 
5.7.2 Procedimento de medidas de catecolaminas plaquetárias 
(Estudo 1) 
O volume de sangue total em EDTA necessário para dosagem das 
catecolaminas foi de 20 mL. O plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado pela 
centrifugação sequencial: o sangue total colhido em EDTA foi centrifugado a 350 
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g por 15 min à temperatura ambiente, seguindo método utilizado por Christensen 










Figura 9. Ilustração do tratamento do sangue após a coleta em tubo com EDTA passando 




5.8 Dosagem de LDL oxidada 
Procedimentos utilizados nos Estudos 2 e 3 
Para o Estudo 2 foram colhidos 10 mL de sangue em tubo com 
EDTA e 10 mL em tubo sem anticoagulante para realização das dosagens de LDL 
oxidada e elaborado o perfil bioquímico dos pacientes e voluntários que 
participaram deste estudo, conforme critério de inclusão descritos no item 5.2. As 
dosagens da LDL oxidada foram realizadas pelo método de enzimaimunoensaio 
(ELISA) – Mercordia e o perfil bioquímico elaborado conforme descrito nos itens 
5.2.3. Testes laboratoriais.  
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Para o Estudo 3 foram colhidos 10 mL de sangue venoso em tubo 
com EDTA e 10 mL em tubo sem anticoagulante para realização das dosagens de 
LDL oxidada e perfil bioquímico antes e após uma ano de tratamento com efetivo 
tratamento com CPAP. Os participantes desse estudo foram consecutivamente 
convocados a partir do banco de dados do Instituto do Sono de São Paulo com 
diagnóstico recente de SAOS. Essa população também pertenceu ao mesmo 
estudo maior (estudo de estratificação de risco cardiovascular em pacientes com 
SAOS), Comitê de ética em pesquisa da UNIFESP sob número 1546/05.  
Além disso, avaliação laboratorial, ecocardigrama com Doppler, 
teste ergométrico e prova de função pulmonar, e a checagem de tempo de uso 
noturno do CPAP foi feitos.  
As avaliações realizadas anteriormente foram repetidas igualmente 
após 12 meses de acompanhamento. 
 
5.9 Análises Estatísticas 
A representatividade amostral do estudo (n) foi calculada com a 
fórmula amostral T = (DP) 2. P. q / e2 onde T = tamanho da amostra, DP = desvio 
padrão do erro, p = probabilidade de ocorrência da doença, q = não probabilidade 
de ocorrência. Este cálculo foi realizado no primeiro momento do desenho do 
estudo e, posteriormente, calculado o Gpower. 
Na análise estatística, realizaremos o teste de ANOVA de duas vias 
para associação da dosagem de catecolaminas com os diferentes grupos. Foram 
realizados testes de correlação de Spearman entre as variáveis, pois houve 
possibilidade de que existam correlações não lineares. Para avaliar a relação 
entre adrenalina/noradrenalina e os resultados clínicos (HAS, IAH moderado ou 
grave e AOS com ou sem HAS), foram realizadas análises Receiver Operational 
Curve (ROC) e Odds-ratio (OD). A curva ROC é um instrumento que permite 
Material  e Métodos 
72 
 
avaliar a sensibilidade (probabilidade de verdadeiro positivo) e especificidade 
(probabilidade de verdadeiro negativo) para diferentes pontos de corte. 
O procedimento para a criação da curva é bastante simples e 
consiste em, para cada valor, calcular as probabilidades citadas e colocá-las em 
um gráfico. A curva resultante é a chamada ROC. A Análise de Regressão 
Logística seria uma análise complementar onde o modelo permite identificar os 
fatores que influenciam o risco de um resultado clínico bem como estimar os 
respectivos OD.  
No Estudo 1 foram calculados dados descritivos representados 
como médias e desvios padrão . Também foram aplicados testes de ANCOVA de 
uma via com controle para idade e IMC. Análise de curva ROC e estabelecimento 
de notas de corte com uso de método de reamostragem (bootstrap). Regressão 
Logística Binária para determinar os métodos (Urina ou Plaquetas) mais 
associados com cada diagnóstico. Para o grupo tratado com um ano com CPAP 
foi calculado Teste não paramétrico pareado (Wilcoxon) para verificar efeito do 
CPAP sobre as medidas laboratoriais após 1 ano de tratamento. Adotou-se índice 
de significância (p < 0,05). 
Para o Estudo 2 além das determinações descritivas da população 
estudada foram realizadas análises de variância (ANOVA) com post hoc de Teste 
de Bonferroni. Neste estudo dois modelos de regressão linear foram construídos 
baseados nas seguintes variáveis independentes: presença ou ausência de AOS 
presença ou ausência de HAS e presença ou ausência de DIS.   
No Estudo 3 foram realizados cálculos de médias e desvios padrão 
da população que foi analisada antes e após tratamento com CPAP e Sham- 



















Estudo 1. Validação e avaliação de um método de dosagem de catecolaminas 
plaquetárias em pacientes com apneia obstrutiva do sono e com 
hipertensão arterial. 
Estudo 2. Avaliação da LDL oxidada no perfil lipídico em pacientes com apneia 
obstrutiva do sono associada com hipertensão e dislipidemia.  
Estudo 3. Resultados adicionais: Avaliação da LDL oxidada em pacientes com 
apneia obstrutiva do sono antes e após uma ano de uso com CPAP 
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Validação e avaliação de um método para determinação de catecolaminas 
plaquetária em pacientes com apneia obstrutiva do sono e hipertensão arterial 
 
RESUMO 
Background: Muitas vezes, as medidas de catecolaminas plasmáaticas e urinárias são 
suscetíveis a fatores de confusão que influenciam os resultados, o que dificulta a 
interpretação sobre a atividade do sistema nervoso simpático (SNS) nas condições de 
apneia obstrutiva do sono (AOS) e hipertensão arterial (HAS). 
Objetivo: Neste estudo, foi validado um teste para dosagem de catecolaminas em 
plaquetas e feita à comparação dos níveis de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) 
na urina e no plasma em pacientes com AOS e HAS em analogia aos controles. 
Métodos: Na validação, 30 voluntários saudáveis não-fumantes e sem tratamento 
atualmente ou medicação foram selecionados como grupo controle. Cento e cinquenta e 
quatro indivíduos (114 AOS, 40 não-AOS) foram consecutivamente selecionados do 
ambulatório do Instituto do Sono e submetidos à avaliação clínica, polissonografia e de 
testes laboartoriais, incluindo dosagens de catecolaminas; adrenalina (AD) e 
noradrenalina (NA) urinárias, plasmática e plaquetárias. Os pacientes foram então 
distribuídos em grupos de acordo com a presença de AOS e/ou hipertensão. 
Resultados: Um modelo de regressão logística, controlados por idade e IMC, mostrou 
que a AD urinário e NA urinária foram fatores de risco no grupo AOS + HAS. No grupo 
HAS, no entanto, o modelo mostrou altos níveis de plaquetas NA para AOS sem HAS. 
Após um ano de CPAP (pressão contínua das vias aéreas superiores) de tratamento, os 
doentes (n = 9) apresentaram níveis inferiores de NA urinária (p = 0,04) e de plaquetas 
de NA (p = 0,05). 
Conclusão: NA urinária e os níveis de AD foram significativamente associados à 
condição de hipertensão com e sem AOS, enquanto NA plaquetária em pacientes 
somente com AOS sem comorbidade. Esses resultados sugerem que as dosagens de 
catecolaminas plaquetárias podem refletir ativação simpática noturna em pacientes com 
AOS sem hipertensão. 
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Abstract
Background: Measurements of plasma and urinary catecholamine are susceptible to confounding factors that influence the
results, complicating the interpretation of sympathetic nervous system (SNS) activity in the Obstructive sleep apnea (OSA)
and arterial hypertension (HYP) conditions.
Objective: In this study, we validated a test for platelet catecholamine and compared the catecholamine levels (adrenaline
and noradrenaline) in urine, plasma and platelets in patients with OSA and HYP compared with controls.
Methods: In the validation, 30 healthy, nonsmoking volunteers who were not currently undergoing treatment or
medication were selected as the control group. One hundred fifty-four individuals (114 OSA, 40 non-OSA) were
consecutively selected from the outpatient clinic of the Sleep Institute and underwent clinical, polysomnographic and
laboratory evaluation, including the urinary, plasma and platelet levels of adrenaline (AD) and noradrenaline (NA). Patients
were then allocated to groups according to the presence of OSA and/or hypertension.
Results: A logistic regression model, controlled for age and BMI, showed that urinary AD and urinary NA were risk factors in
the OSA+HYP group and the HYP group; however, the model showed higher levels of platelet NA for OSA without HYP.
After 1 year of CPAP (continuous upper airway pressure) treatment, patients (n = 9) presented lower levels of urinary NA
(p = 0.04) and platelet NA (p = 0.05).
Conclusion: Urinary NA and AD levels were significantly associated with the condition of hypertension with and without
OSA, whereas platelet NA with OSA without comorbidity. These findings suggest that platelet catecholamine levels might
reflect nocturnal sympathetic activation in OSA patients without hypertension.
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Introduction
Measurement of catecholamine concentrations are requested
often for the monitoring of many diseases, especially hypertension
and pheochromocytoma [1,2]. There is also a growing interest in
obstructive sleep apnea (OSA) and its consequences [3–6]. Among
these consequences, arterial hypertension (HYP) has been widely
investigated [7–9]. In a recent update the authors reported the
links between; hypertension, resistant hypertension and OSA [10].
Repetitive collapse of the upper airways during sleep, which
may lead to arousal, hypoxemia, hypercapnia, and hemodynamic
changes, contributes to increases in sympathetic tonus in OSA
patients [11,12]. The accumulation of sympathetic bouts during
sleep following apnea events results in an increase in peripheral
vascular resistance [13]. One of the most relevant candidates for
the development of daytime HYP in OSA patients is chronic
sympathetic activation [14–17]. Less attention has been paid to
other mechanisms [18–21].
Plasma and urinary noradrenaline (NA) and adrenaline (AD)
are frequently used in clinical settings to assess sympathetic status.
However, these methods have limitations, which include unstable
catecholamine levels, venous puncture influence, the effects of
exercise and others [22–24]. In addition, their half-lives are short,
which may preclude a more accurate estimation of their levels,
particularly in OSA patients whose catecholamine levels may only
be elevated during sleep [22,23]. This may explain the controversy
found in the literature when NA and AD levels are investigated in
OSA patients [24]. In this context, Zweifler & Julius [25] argue
that platelets constantly accumulate plasma-dependent catechol-
amine. While a plasma catecholamine levels fluctuate significantly,
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platelet catecholamine does not, and remain unchanged for 72
hours on average. This stability of catecholamine levels in platelets
may facilitate its detection in patients with OSA, whose levels are
mainly increased during sleep.
Coy et al., [22] published a meta-analysis and observed similar
difficulties due to an absence of standardized criteria for the
assessment of monoamines. In addition, some studies have failed
to control for confounding factors [22,23]. Only 39% of studies
controlled for dietary factors despite their documented influence
on sympathetic nervous system (SNS) physiology. Increases in
dietary sodium and carbohydrate levels have also been shown to
affect catecholamine levels [20]. Obesity and hypertension are
associated with high sympathetic tone and are also associated with
OSA; both are major confounders when assessing sympathetic
activity and catecholamine levels in OSA patients [7,20,23].
The objectives of this controlled study were to compare two
different catecholamine laboratory tests, high pressure liquid
chromatography (HPLC) and radioimmunoassay (RIA), and to
validate and evaluate the platelet NA and AD assessment
compared with urine and plasma tests in patients with OSA and
hypertension.
The first experiment aimed to validate the methodology for
measuring catecholamine levels in platelets and plasma of
volunteers. Studies which assessed platelet catecholamine used
HPLC technique. Most commercially RIA kits for adrenaline and
noradrenaline are available to measure plasma and urine levels
[26]. Therefore, we found important to validate platelet catechol-
amine dosage using both techniques RIA and HPLC comparing
their performance with plasma, as a first step.
The second study compared OSA and HYP groups with regard
to the NA and AD in urine, plasma and platelet tests. We also
compared all catecholamine detection methods, in a subgroup of
OSA patients, before and after CPAP (Continuous Positive Airway
Pressure), the gold standard treatment for OSA [27].
We hypothesized that platelet catecholamine dosage is a better
method to detect catecholamine elevation in OSA patients whose
noradrenaline and adrenaline levels are mainly increased during
sleep.
Methods
Experiment 1 – Validation
For this experiment 30 healthy, non-smoking volunteers (14
men), aged 18 to 55 years old (mean age 51.367.9) with mean
BMI = 27.863.8 kg/m2 were evaluated. The volunteers were not
under any medical treatment. Twenty ml of blood was obtained in
EDTA with anticoagulant and plasmatic and platelet catechol-
amine levels were measured using both RIA and HPLC.
Experiment 2 – Effect of OSA and HYP on catecholamine
levels
A total of 156 subjects, from the Sleep Institute of Sao Paulo,
Brazil, were consecutively enrolled in the protocol during the
period from 2009 to 2011. They each underwent full polysomno-
graphy. Participants were included if they were aged between 30
and 65 years old (both genders), sedentary (exercise activity for at
least 30 min on fewer than 3 days per week) and reported no
recent hospitalization. The exclusion criteria were a body mass
index (BMI). 40 kg/m2, metabolic syndrome, pulmonary disease
or New York Heart Association class III or IV heart failure,
unstable angina, valvular heart disease, life-threatening arrhyth-
mia, atrial fibrillation, left bundle branch block, uncontrolled
hypertension, renal disease, use of any antiplatelet drug, pregnan-
cy and those who were receiving treatment for OSA. All of these
exclusion criteria were applied in a larger study of an OSA patient
cohort [28]. An apnea-hypopnea index (AHI) $ 5 events/hour
was considered to be diagnostic for OSA, and the control group
was comprised of subjects with an AHI, 5 events/hour. The final
sample was composed of four groups: Group I (n = 64, OSA and
HYP), Group II (n = 50, OSA), Group III (n = 16, HYP) and
Group IV (n = 24, Control). Eighty one percent of hypertensive
patients used inhibitors of angiotensin converting enzyme (ACE)
and/or hydrochlorothiazide, and 19% used beta-blockers. For
ethical reasons, hypertensive patients already medicated were
instructed to maintain their regular prescription, with the
exception of an eventual dosage the night before blood collection.
Patients were instructed not to take this nightly dose, but to wait
and take it the next day only after the collection of biological
materials.
The study was approved by the Ethics Committee of Federal
University of Sao Paulo (CEP 0053; 10) and was in compliance
with the Declaration of Helsinki II. All individuals signed the
informed consent form, a copy of which was kept in their medical
chart at Sleep Institute.
Clinical evaluation
A staff cardiologist examined all patients and control subjects.
The medical evaluation included blood pressure (for hypertension
diagnosis, according to the seventh report of the Joint National
Committee on Prevention, Detection, Evaluation and Treatment
of High Blood Pressure and anthropometric parameters [29],
weight and height measurements, and neck, waist and hip
circumferences. Lung function testing was performed following
the procedures, and the percentage of predicted values recom-
mended by the American Thoracic Society was used to exclude
pulmonary disease [30].
Polysomnography
Overnight polysomnography was performed using the digital
system EMBLA (17 channels, Natus Neurology, Ontario, Cana-
da). The following variables were monitored: electroencephalo-
gram (C3-A2, C4-A1, O1-A2, O2-A1), electroocculogram, elec-
tromyogram (submental and anterior tibialis muscles),
electrocardiogram (ECG), presence of snoring, and body position.
Chest and abdominal piezo-sensors monitored respiratory effort.
Arterial oxygen saturation (SaO2) was recorded with a pulse
oximeter. All polysomnographies were performed and scored by
an experienced sleep technician and a sleep physician following
the guidelines for sleep studies [31]. Arousals and respiratory
events [30] were defined using the standard criteria [31]. A second
full polysomnography was performed for CPAP (continuous upper
airway pressure) titration in all OSA patients,
Laboratory tests
The laboratory tests were performed in two steps. First, on the
day of clinical evaluation, participants were asked to have a twelve
hour fasting period and to come to the Sleep Clinic at 8:00 AM for
blood sample collection for hemogram, creatinine, urea, glycemia,
lipid profile, and hepatic function measures. The biochemical
profile and the hepatic function measures were performed by an
automated assay (ADVIA 1650, Siemens), and the hemogram was
performed by microscopic and automated methods (ADVIA 120,
Siemens).
One week later, participants returned to the Sleep Clinic for
determination of urinary, plasma and platelet catecholamine.
They were asked to abstain from a hypercaloric diet, alcohol,
caffeine, chocolate, carbonated beverages, and tea three days
before collection of blood and 24-hour urine [32]. Blood samples
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for plasma and platelet catecholamine measurements were
obtained from an antecubital vein. The samples were collected
in the morning at 9 AM, after a 12-hour fasting period and 1 hour
of rest. Twenty four hour urine was collected from participants
and then acidified with 5 mL of 6N HCl prior to the tests [33].
Preparation of blood samples
The blood samples were immediately brought to the laboratory
and prepared as described below:
Twenty milliliters of blood was collected in tubes containing
50 mL of 0.2 M NaEDTA solution per milliliter [34]. The platelet
separation technical procedure followed the procedure described
by Chamberlain et al., [34] and cited by Christensen et al., [35]
The supernatants were decanted, and platelets were frozen and
stored at 280uC until the analysis could be performed [34].
Release of catecholamine from platelet granules was assured by
the addition of 10 mL 10% Triton X-100 to each 240 mL of
platelet suspension after thawing. Otherwise, platelet suspensions
were assayed in the same way as plasma samples, and the results
are expressed relative to platelet number (pg/108) [34].
Plasma: 2.5 mL of blood was collected in tubes, as previously
described, and centrifuged for 10 min at 1800 g. The plasma was
stored at 280uC until the analysis could be performed. All tests
were performed in duplicate in each assay. Internal standards were
used with every sample, and tests were analyzed according to
reference values for each assay.
NA and AD concentrations in plasma, urine and platelets were
quantified by a sensitive and accurate radioenzymatic assay with
reagents from DIAsource Immunoassays S.A. (Nivelles, Belgium;
Genese, Sao Paulo, Brazil). All tests were performed in duplicate.
The cutoff suggested by the manufacturer of the reagents is ,
20 mg/24 hours for urinary adrenaline and , 100 pg/mL for
plasmatic adrenaline; the cutoff is , 90 mg/24 hours for urinary
noradrenaline and , 600 pg/mL for plasmatic noradrenaline. In
the present study, we estimated cutoff levels for the different
assessments, i.e., platelet, urine and plasma assessments for our
population.
OSA treatment
Of 114 patients who were offered CPAP, only nine patients
successfully completed one year of CPAP use (compliance measure
of smart card considered . 4 hours a day for at least 70% of the
time) [36]. It is relevant to mention that there is no reimbursement
for CPAP in most Brazilian states, which means that patients must
pay for the treatment costs. These 9 patients were reevaluated
after one year.
Statistical analysis
In Study 1, Pearson correlations and coefficients of variation
between and within assays (CV %) were calculated. For Study 2,
descriptive analysis was based on the comparison of the four
groups performed by ANCOVA with age, abdominal circumfer-
ence and BMI as covariates. A Spearman correlation test was used
to verify whether the three methods were comparable. We tested
whether the standardized cutoff values of the tests were associated
with clinical diagnoses of HYP and moderate or severe OSA (with
or without HYP) using receiver operating characteristic (ROC)
curves. Because cutoff values are only available for plasma and
urine measurements, we used ROC curves to adjust the standard
cutoff values for urine and plasma and to find new indicators in
platelet analysis for the clinical diagnosis of HYP and OSA (with
or without HYP).
The ROC curve was also used to obtain the sensitivity and
specificity for different cutoff points. The sensitivity and specificity
of urinary AD and NA (UAD and UNA), plasmatic AD and NA
(PLAD and PLNA), and platelet AD and NA (PTAD and PTNA)
measures for the detection of HYP and OSA, as well as their odds
ratio and the calculation of the area under the curve (AUC) were
analyzed. Finally, confidence intervals of catecholamine levels
were calculated using the bootstrapping method to maximize the
accuracy of measurement for each clinical condition, i.e., OSA
and HYP.
Based on the new cutoff points found for each clinical condition,
binary logistic regressions (controlled for BMI and age) were
carried out to test this new measurement. The following
independent variables were considered: biochemical measures of
platelet in the different groups (OSA and HYP), and only OSA or
HYP.
The sample size and Power analysis was calculated using
GPower software version 3.1.2 (2009). With a priori expected
effect size of 15% for differences among groups, observed Power
approximately 80% and significance level 5% (p,0.05), our
minimum sample size is 102 participants. By avoiding missing data
and drop-outs during the study, we increased our data by 50%,
yielding an actual sample of 154 participants. The analyses were




The measurements of AD and NA in platelets by RIA and
HPLC were compared. Figure 1 shows correlation results of both
measures. Significant correlations were found between plasma
RIA and HPLC for both AD and NA (r = 0.82 and r = 0.77,
respectively). Similar results were obtained for AD and NA platelet
assays, (r = 0.93 and r = 0.92). Due to good correlation results
between NA and AD RIA and HPLC, RIA was chosen, based on
the Westgard J. protocol [37] (Figure 1).
The coefficients of variation (CV) for AD and NA plasma were
significantly higher than the platelet CVs. Adrenaline results:
(plasma CV = 35612.3% and platelet CV = 2569.5%). Nor-
adrenaline results: (plasma CV = 2869.4% and platelet
CV = 23617.2%). In the light of these validation results we
performed RIA in experiment 2.
Experiment 2
The sample consisted of 156 individuals (91 women and 65
men) with a mean age of 50.867.9 years and an average BMI of
27.663.6 kg/m2.
We excluded two volunteers who did not complete the blood
collection, as well as one volunteer who had exerted physical effort
the day before blood sampling. The general characteristics of the
groups’ mean of anthropometric, polysomnographic and labora-
tory measures, including the catecholamine levels of the study
sample, are shown in Table 1.
We observed that the groups showed significant differences with
respect to age (p ,0.05): Group IV (control) was younger
(44.366.5 years) than groups I, II and III (55.567.2, 49.566.7
and 50.266.2 years). BMI was also statistically significant
(p = 0.0008) between groups I, II, and III (29.963.2, 28.063.3
and 28.863.7 kg/m2) when compared with the control group
(25.464.1 kg/m2).
Table 1 depicts the average and standard deviations (adjusted
for age and the BMI) of the anthropometric, polysomnographic,
and laboratory catecholamine (AD and NA). Multiple compari-
sons of means were performed between groups.
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Figure 1. Correlation tests between methods of platelets and plasmatic catecholamine dosage RIA X HPLC.
doi:10.1371/journal.pone.0098407.g001
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The groups were significantly different when the anthropomet-
ric parameter variables were compared to those of the control
group. Aside from age and BMI, neck circumference (p = 0.0009),
abdominal circumference (p = 0.0401), systolic blood pressure
(p = 0.0006) and diastolic blood pressure (p = 0.0006) all signifi-
cantly differed among groups. Regarding polysomnographic data,
significant differences were found in AHI (p = 0.0002), minimal
saturation (p = 0.022) and arousal index (p = 0.001) as expected.
The results of biochemical tests for the study groups showed that
urinary, plasma and platelet catecholamine levels were higher in
OSA with HYP, OSA, and HYP groups when compared to the
control groups; however, the results did not reach statistical
significance (Table 1). Similarly, the platelet catecholamine levels
were also higher than the urinary and plasma levels in the same
groups, but again did not reach statistical significance (Table 1).
Biochemical test results
The correlations (r) in adrenaline measurements between
methods ranged from 0.13 to 0.21, (weak and non-significant
correlations), but for UAD vs. PTAD, the correlation was
acceptable (r = 0.64, p = 0.02). The same was true for UNA vs.
PTNA measures (r = 0.60, p = 0.01).
The following results refer to the analysis of the ROC curve for
each analyte. We report the sensitivity and specificity for different
cutoff points after comparison according to the HYP, OSA and
OSA+HYP groups, as follows.
Hypertension (HYP)
The new thresholds for UAD ($ 4.21 mg/24H), UNA ($
40.0 mg/24H), PLAD ($ 25.0 pg/mL), PLNA ($ 170.0 pg/mL),
PTAD ($ 38.0 pg/108), and PTNA ($ 413.0 pg/108) are
displayed in Table 2. These results show that PLAD, PTAD and
PTNA performed better for hypertension detection after using the
new thresholds. Therefore, due to the actions of adrenaline/
noradrenaline, patients who have values above the suggested
bootstrap cutoff points are more prone to hypertension (Table 2).
A ROC curve was constructed for each platelet variable and the
best hypertension predictors were found to be PTAD with 81%
sensitivity and PTNA with 90% sensitivity, although the areas
under the curve (AUC) were moderate, ranging from 67–81%.
This was not sufficient to diagnose the HYP using the cutoffs from
the literature (Table 3).
OSA with HYP
The ROC curve showed that the best indicators for OSA with
HYP, were UAD, PLAD, PTAD and PTNA levels (p = 0.00,
p = 0.00, p = 0.00 and p = 0.01, respectively) (Table 2).
The cutoff points, proposed by the bootstrap, and their
sensitivities and specificities emphasize that PTNA (sensitivi-
ty = 72%) and PTAD (sensitivity = 75%) are not good indicators
of interaction between OSA and HYP diagnoses (Table 3).
OSA
The ROC curve showed that PLAD, PTAD, UNA, PLNA and
PTNA levels were significant indicators for detecting OSA alone
(p = 0.01, p = 0.02, p = 0.03, p = 0.00 and p = 0.00, respectively).
The sensitivity of diagnostic tests for OSA detection ranged from
67.0% for PLAD to 85.0% for PTNA (Table 2). Considering the
cutoff points obtained by bootstrap indicators, PTAD showed 67%
sensitivity; however, PTNA showed 85% sensitivity with 73%
specificity for the diagnosis of OSA (Table 3).
Table 1. Anthropometric, clinical, polysomnographic and catecholamine data, presented as means and standard deviations and
corresponding to the baseline characteristics of the groups.
Number of cases (154)
Group I N=64
OSA+HYP Mean±SD
Group II N=50 OSA
Mean±SD




Age (Years) 55.567.2 49.566.7 50.266.2 44.366.5 0.0007*
Male gender (%) 26 16 10 13 42%
BMI (kg/m2) 29.963.2 28.063.3 28.863.7 25.464.1 0.0008*
Cervical circumference (cm) 37.060.7 36.360.7 33.662.2 31.461.1 0.0009*
Abdominal circumference (cm) 94.461.4 95.161.4 91.664.4 92.662.3 0.0401*
Hip circumference (cm) 98.663.6 100.663.6 102.0611.1 97.662.3 0.6500
Systolic arterial pressure
(mmHg)
139.662.6 131.662.6 144.768.1 129.664.3 0.0006*
Diastolic arterial pressure
(mmHg)
90.062.0 86.362.0 90.366.3 82.063.3 0.0006*
AHI (events/h) 21.363.2 22.263.2 3.263.9 5.465.2 0.0002*
Total sleep time (min) 340.6665.1 332.06106.1 267.96184.3 349.6699.6 0.2400
Minimal saturation (%) 85.661.4 83.961.5 89.064.5 89.462.4 0.0220*
Arousal index 18.463.0 23.163.1 7.369.4 14.864.9 0.0011*
UAD (mg/24H) 3.2160.72 4.1860.81 3.6461.3 3.2460.85 0.22
PLAD (pg/mL) 23.7619.4 64.0618.5 48.4659.6 16.7631.4 0.66
PTAD (pg/108platelets) 128.3686.1 115.6686.4 148.46254.0 111.46139.1 0.89
UNA (mg/24H) 41.168.4 38.564.4 40.1615.7 29.769.9 0.19
PLNA (pg/mL) 193.7679.1 299.7680.3 302.26245.1 85.16129.1 0.33
PTNA (pg/108platelets) 651,16506,7 557,76451,7 511,66528,6 381,26209,5 0,10
*Significant value (p#0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0098407.t001
Catecholamine and Obstructive Sleep Apnea
PLOS ONE | www.plosone.org 5 June 2014 | Volume 9 | Issue 6 | e98407
Logistic regression results
In Table 4, a binary logistic regression model was created where
each measure was defined as a continuous independent variable,
after which the capacity of continuous measurements to discrim-
inate between each group (OSA+HYP, OSA and HYP) was
verified. This was performed as a complementary analysis because
it is a model that helps identify the factors that influence the risk of
a clinical outcome, and it also enables the analysis of their
respective odds ratios using newer reference cutoff points
established through ROC curve analysis.
The logistic model showed that an increase of 1 unit in the
variable UAD resulted in a 1.63-fold increase in the chance of
having HYP, while a 1-unit increase in UNA increased the chance
of having HYP by 1.03-fold. Regarding OSA alone, a 1-unit
increase of PTNA increased the chance of having OSA by 1.01-
fold, whereas a 1-unit increase of UAD increased the chance of
Table 2. Results of the cutoff points obtained by the bootstrap for determination of AD and NA in different biological samples and
groups.
Variables Cutoff present % absence % OR p
HYP group
UAD $ 4.21 9 5 1.8 p = 0.09
(mg/24 h) 64.2%, 35.8%
PLAD $ 25.0 14 22 1.4 p = 0.03*
(pg/ml) 33.7% 56.3%
PTAD $ 38.0 13 32 1.6 p = 0.01*
(pg/108platelets) 28.8 71.2
UNA $ 40.0 6 18 1.7 p = 0.05*
(mg/24 h) 56.0% 42.0%
PLNA $ 170.0 9 15 1.4 p = 0.30
(pg/ml) 41.0% 59.0%
PTNA $ 413.0 18 24 1.3 p = 0.03*
(pg/108platelets) 52.0% 46.0%
OSA + HYP group
UAD $ 4.21 26 48 1.5 p = 0.00*
(mg/24 h) 55.0% 45.0%
PLAD $ 25.0 24 18 1.3 p = 0.00*
(pg/ml) 57.0% 43.0%
PTAD $ 38.0 49 18 2.7 p = 0.00*
(pg/108platelets) 60.0% 40.0%
UNA $ 40.0 25 17 1.4 p = 0.62
(mg/24 h) 40.0% 60.0%
PLNA $ 170.0 32 45 1.3 p = 0.18
(pg/ml) 52.0% 48.0%
PTNA $ 413.0 43 21 1.8 p = 0.01*
(pg/108platelets) 57.0% 43.0%
OSA group
UAD $ 4.21 23 27 1.2 p = 0.65
(mg/24 h) 45.0% 55.0%
PLAD $ 25.0 50 12 4.1 p = 0.01*
(pg/ml) 40.0% 60.0%
PTAD $ 38.0 42 25 1.7 p = 0.02*
(pg/108platelets) 32.0% 68.0%
UNA $ 40.0 19 31 1.8 p = 0.03*
(mg/24 h) 42.0% 68.0%
PLNA $ 170.0 32 18 1.7 p = 0.00*
(pg/ml) 48.0% 62.0%
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having OSA with HYP by 1.55-fold. Finally, a 1-unit increase in
UNA increased the chance of having OSA and HYP by 1.01-fold.
Table 4 showed that UAD and UNA were the best predictors
for HYP alone, with p = 0.01 and p = 0.03, respectively. Regard-
ing OSA without HYP, only PTNA showed significance (p = 0.03)
as a marker for identifying OSA. UAD and UNA were the best
associated factors for OSA with HYP (p = 0.00 and p = 0.01,
respectively).
Group with one year of treatment with CPAP
Nine patients (3 female, 6 male) successfully completed one year
of daily CPAP use. Their mean CPAP pressure was 1063 cm
H2O. Patients mean age was 56.065.2, mean AHI of 37.065.0,
and they were all hypertensive.
When baseline values and those obtained after one-year of
CPAP treatment were compared by a Wilcoxon test, we found
significant decreases only for UNA (78.24611.23 vs. 68.17614.8;
T = 9.0, Z = 1.59, p = 0.04) and PTNA (691.80671.13 vs.
429.60668.71; T = 7.0, Z = 1.83, p = 0.05) (Table 5).
Discussion
Studying the catecholamine detection through laboratory
measurements is a challenge due to confounding factors that
influence the results of measuring urinary and plasmatic levels
[38]. In addition, the physical and chemical properties of these
neurotransmitters necessitate a careful choice of assessment
methodology [39].
In the literature, there are several studies that assessed the SNS
by determining catecholamine concentrations. Different tech-
niques have been adopted, and the gold standard for catechol-
amine measurement is the HPLC method along with urinary
measurement [26,38,39].
Our validation study for the platelet catecholamine method was
to compare two methodological techniques, HPLC vs. RIA, which
were not previously compared (experiment 1). The results showed
a good correlation; therefore, we decided to use the RIA method.
This method demonstrated the following advantages for this study:
more acceptable percentages (as demonstrated by the coefficients
of variation [CV%], intra and inter assay of platelet noradrenalin
and adrenalin by RIA method), a greater ease and speed of
execution, greater sensitivity and a smaller sample volume. In this
way, our results substantiated our choice of this RIA method [40].
We did not perform validation methodology for 24-hour urine,
because it is difficult to recruit volunteers to collect 24-hour urine.
The authors focused on platelet and plasma catecholamine dosage,
because platelet catecholamine concentration is dependent on the
plasma pool. We acknowledge that muscle sympathetic activity,
among all techniques, is the gold standard method to estimate
sympathetic tone [41,42]. However, is beyond the scope of this
study to compare other techniques for the sympathetic activity
assessment, other than body fluid analysis. We actually focused on
catecholamine detection and laboratorial assays.
In experiment 2, analysis of the levels of catecholamine (AD and
NA) in the three biological materials showed poor correlation
between AD and NA levels in plasma and platelets; however, the
study showed a strong correlation between urinary AD and NA
levels.
This result is consistent with expectations because the urinary
measurements reflect the overall rate of catecholamine excretion,
and the catecholamine platelets, which are dependent on the
plasma release pool, are able to retain catecholamine longer (48 to
72 hours); this is unlike plasma catecholamine, which reflects its
very short half-life. The results of our analysis showed that the
methods of measuring catecholamine levels assess catecholamine-
release differently.
Measured concentrations of urinary catecholamine metabolites
and their products can be used as markers of sympathetic tone
during urine collection [38,39,41]. In children with OSA an
overnight increase in urinary concentrations of catecholamine was
found [42]. There are many problems inherent in the evaluation
of plasma catecholamine levels, in particular as a SNS activation
index, because these concentrations show large intra-variability
that is exacerbated by factors such as venipuncture, stress, and
physical exertion. These problems, which can result in increased
variability, could be partially solved using the urinary catechol-
amine (urine, 24 h) measurement methodology. There are
accuracy problems with this collection procedure, and studies
that included analysis of intra-individual variability in catechol-
amine urinary concentrations suggest that the plasma measure-
ments are higher [39,40]. There are, however, studies in the
literature that consider urinary catecholamine levels and their
metabolites as the best parameters in OSA and HYP studies [41–
44].
Mechanisms have been proposed to explain why OSA increases
sympathetic tone. Usually sympathetic nerve activity, heart rate
and blood pressure levels decline from wakefulness to non-REM
sleep and increase again during REM sleep in normal sleepers
without OSA. Stimulation of awakening is accompanied by
increased sympathetic nerve activity, leading to transient increases
Table 3. Calculations of sensitivity, specificity and positive and negative predictive values of PTAD and PTNA.
Variables Group I OSA + HYP Group II OSA Group III HYP Group IV CONTROL
PTAD (pg/108platelets)
sensitivity 75% 67% 81% 79%
specificity 53% 73% 70% 61%
value p+ 74% 78% 83% 62%
value p- 73% 57% 72% 80%
PTNA (pg/108platelets)
sensitivity 72% 85% 90% 74%
specificity 60% 73% 70% 75%
value p+ 63% 85% 86% 85%
value p- 70% 76% 85% 74%
doi:10.1371/journal.pone.0098407.t003
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in blood pressure [43]. It is likely that over time the OSA patient
will continue to have increased sympathetic activity during the
day, or at least in the early morning hours [41]. Thus, the
significant association between HYP and OSA may be mediated
by increased SNS activity and its effectors, noradrenaline and
adrenaline, contributing to increased cardiovascular morbidity
and mortality in these patients [6–10,18].
A simple method that could detect such an increase in
sympathetic activity in patients with OSA (treated or untreated)
is of great value in clinical settings. This is the first study to
evaluate platelet catecholamine content in OSA associated with
hypertension comorbidity, a method widely used for pheochro-
mocytoma diagnosis. This method has advantages related mainly
to increased catecholamine availability in platelets, which ranges
from several minutes in plasma (half-life) to 48 hours in platelets
[43,44]. There are also no alterations associated with sudden
changes, such as stress, exercise and diet [19,20,18,44–47].
The ROC curve analysis demonstrated low sensitivity among
the methods (urine, plasma and platelet), in part because a subset
(71%) of the total number of patients with hypertension (n = 54)
was treated with medications that could potentially affect
catecholamine levels. Although 81% of hypertensive patients did
not use beta-blockers, they did use inhibitors of angiotensin
converting enzyme (ACE) and/or hydrochlorothiazide. For ethical
reasons, hypertensive patients who were already taking medica-
tions were instructed to maintain their regular prescription;
however, they were instructed to refrain from taking antihyper-
tensive medication the night before blood collection, and to only
take it after the collection of biological materials.
Because platelet catecholamine had not yet been studied in
these clinical populations, we used the bootstrap analysis to
determine cutoff points for the proposed method, increasing the
sensitivity and specificity of the method on the conditions under
study, as presented in Tables 2 and 3. We found that the bootstrap
conditions for sleep apnea and hypertension were, on average,
33% lower than the values found in the literature for the general
population. It might be explained by the fact that our sample does
not represent the general population, since it included patients
who seek treatment for their conditions. However, we can assume
that our data present high level of Interval Validity (with regard to
Homogeneity of sample), which is relevant considering the
objective of this study. Potential low External Validity can be
associated with this lower cutoff because another variables found
in our population may not be significantly present in the general
population, such as high sympathetic activation, yielding lower
cutoffs values to discriminate patients with OSA or Hypertension.
Urinary adrenaline and noradrenaline reference values were
then considered to be # 20 mg/24 h and # 90 mg/24 h,
respectively, and for plasma adrenaline and noradrenaline the
values were # 100 pg/mL and # 600 pg/mL, respectively.
Finally, because the samples were consecutively selected at the
Outpatient Sleep Institute, we were careful to statistically adjust
the variables of age and BMI in the models. The standard diet for
collection of biological material was respected and was one of the
inclusion criteria.
The main findings of this study were the differential high levels
of catecholamine in urine, platelets and plasma in the population
with associated OSA and HYP which may explain the controver-
sial results previously reported [22]. In the population with OSA
without HYP, noradrenaline in platelets (PTNA) showed a better
response. This finding demonstrates that platelets are more
sensitive in subjects with OSA who have not developed
hypertension, and who probably have increased sympathetic
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without OSA, urinary adrenaline (UAD) and noradrenaline levels
(UNA) were more sensitive independent of medication, suggesting
that such urinary measurements may be higher in patients with
hypertension, with or without OSA. Only platelet noradrenaline,
which is synthesized in the central nervous system (not platelet
adrenaline, which is mainly synthesized at the adrenal medulla
level), was found to perform better for OSA recognition. Finally,
some studies suggest an association between OSA and platelet
aggregates and volume [48–50]. On the other hand, catechol-
amine also increase platelet aggregates increasing cardiovascular
risk [48]. Whether this association influences the catecholamine
platelet detection in OSA patients is not clear.
Interestingly, in a relatively small sample of 9 patients, after one
year of treatment with CPAP, only the urinary and platelet NA
decreased significantly, while all plasma assays and AD levels did
not show improvement with CPAP. Indeed, some studies showed
that catecholamine levels were attenuated after treatment, and
may worse after its withdrawal, suggesting that catecholamine
levels may serve as a surrogate biomarker of OSA severity and
may be used to monitor patients responses to treatment [51–53].
Potential limitations of this study were the use of an indirect
assay method (RIA), the use of a radioisotope in this method, and
the relatively small sample of OSA patients successfully treated.
Even with a small sample size for blood and urinary assays, we
were able to suggest that platelet as well as urine assays might be
superior to plasma tests in this clinical population. Future studies
with a larger sample of OSA patients and randomized trials with
CPAP are worthwhile to validate platelet catecholamine assess-
ment, particularly NA assessment, in this population, and perhaps
in resistant hypertension patients. In the clinical context,
utilization of catecholamine levels as a potential biomarker of
OSA with respect to diagnoses and therapy monitoring deserves
further validation [53].
In conclusion, we found that urinary noradrenaline and
adrenaline levels were significantly associated with the condition
of hypertension with and without OSA, whereas platelet
noradrenaline was superior in detecting OSA without comorbid-
ity. These findings suggest that in OSA, nocturnal sympathetic
activation may be better detected by a technique that increases
catecholamine availability, such as platelet dosage.
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Avaliação de LDL oxidada no perfil lipídico de pacientes com apneia 
obstrutiva do sono associada à hipertensão e dislipidemia 
 
RESUMO 
Objetivo: Apneia obstrutiva do sono (AOS) tem sido associada ao aumento do estresse 
oxidativo e à peroxidação lipídica e, como consequência, ao aumento da aterosclerose. 
Esse estudo investigou a lipoproteínas de baixa densidade oxidada (oxLDL) como um 
marcador de peroxidação lipídica em comparação com o colesterol LDL total de (LDL-C 
direto) como um marcador do perfil de lípidico em indivíduos com  AOS associada à 
hipertensão (HYP) e/ou de dislipidemia (DYS). 
Método: O sangue foi coletado após 12 horas de jejum de 99 pacientes consecutivos que 
foram diagnosticados com AOS pela polissonografia e diagnosticados com HYP e DYS 
por avaliação clínica e laboratorial. Os pacientes foram classificados de acordo com três 
grupos: GI [OSA com comorbidades (HYP e/ou DYS)], GII (AOS sem comorbidades) e 
GIII (controle). 
Resultados: Na regressão binária, o controle das variáveis (sexo, idade, índice de massa 
corporal e glicemia), o modelo 1, que analisou direta do LDL-C, apresentaram níveis 
significativos de risco apenas em DYS, mas não em HYP e AOS. No modelo dois, que 
analisou todas as condições, isto é, DYS (p = 0,01), PAP (p = 0, 032), e OSA (p = 0, 039), 
exibiram significância < 5 %%. 
Conclusão: Com base no modelo de regressão, apenas a presença de DYS (p = 0, 001) 
foi associado aos níveis de LDL-C direto. As comorbidades restantes (AOS e HYP) não 
se associaram significativamente aos níveis de LDL-C direto. Quanto oxLDL, a AOS, HYP 
e DYS acrescentaram pontuação expressiva para os níveis de LDL-ox. Esses resultados 
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Objective: Obstructive sleep apnea (OSA) has been associated with increased 
oxidative stress, lipid peroxidation and as consequence increased atherosclerosis. 
This study investigated oxidized low-density lipoprotein (oxLDL) as a marker of 
lipid peroxidation and total LDL cholesterol (direct LDL-C) as a marker of the lipid 
profile in individuals with OSA associated with hypertension (HYP) and/or 
dyslipidemia (DYS). Method: Blood was collected after 12 hours of fasting from 99 
consecutive patients who were diagnosed with OSA by polysomnography and 
diagnosed with HYP and DYS by clinical and laboratory assessment. Patients 
were classified according to three groups: GI [OSA with comorbidities (HYP and∕or 
DYS)], GII (OSA without comorbidities), and GIII (control). Results: In the binary 
regression controlled for sex, age, body mass index, and glycemia, model 1, which 
analyzed direct LDL-C, exhibited significant levels of risk only in DYS but not in 
HYP and OSA. In model 2, which analyzed oxLDL, all conditions, that is, DYS (p= 
0.01), HYP (p= 0.032), and OSA (p= 0.039), exhibited significance < 5%. 
Conclusion: Based on the statistical regression model, only the presence of DYS 
(p= 0.001) was associated with the levels of direct LDL-C. The remaining 
comorbidities (OSA and HYP) did not associate significantly with the levels of 
direct LDL-C. Regarding oxLDL, the OSA, HYP and DYS added significant score 
value to the levels of oxLDL. These findings point to the importance of assessing 
oxLDL in patients presenting with OSA with or without comorbidities. 
Key words: lipid peroxidation, oxidized LDL, apnea obstructive of sleep, 
atherogenesis, oxidative modifications. 
 




Atherosclerosis is found in patients with obstructive sleep apnea 
(OSA) free from other cardiovascular risk factors, and it is associated with the 
severity of nocturnal hypoxemia 1,2,3. Another consequence of OSA is arterial 
hypertension (HYP), which is prevalent in OSA patients and might lead to arterial 
inflammatory processes that favor oxidative stress, thus aggravating the 
atherosclerotic effects 4. Dyslipidemia is the most important factor in the 
development of atherosclerosis. When dyslipidemia is associated with the two 
above mentioned conditions, the effects of lipid peroxidation might become 
potentiated, leading to higher levels of oxidized low-density lipoprotein (oxLDL) in 
the bloodstream 5,6.  
Oxidative modifications of LDL (oxLDL) represent an important 
physiological mechanism in atherogenesis 7,8,9.  OxLDL and anti-oxidized LDL 
antibodies (anti-oxLDL) have been detected in human serum and atherosclerotic 
lesions 10,11. According to the classic hypothesis, oxLDL accumulates in 
atherosclerotic lesions over time as result of its uptake by scavenger receptors, 
leading to accumulation of cholesterol within the foam cells 6. This process in turn 
promotes the formation of atherosclerotic lesions. This mechanism also explains 
the formation of atheroma plaques by the accumulation of non-modified total LDL-
cholesterol (direct LDL-C), which occurs at high cholesterol concentrations 5. Non-
modified LDL is recognized by cell membrane receptors, internalized, and 
degraded, which releases the cholesterol needed for cellular metabolism. 
However, when LDL is modified by external agents and becomes oxidized, it is no 
longer recognized by the cell receptors and causes inflammation and plaque 
formation on the internal surfaces of blood vessels 12.  
These plaques give rise to atherosclerosis, which can lead to acute 
myocardial infarction or stroke. Therefore, when there is oxLDL formation, 
atherogenesis might be potentiated. If the modified LDL (i.e., oxLDL) seems to be 
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more noxious, should it not then be included in the assessment of the classic lipid 
profile of OSA patients?  
In this study, the authors evaluated the contribution of OSA 
associated with hypertension or dyslipidemia in the increase of oxLDL and direct 
LDL-C, which are acknowledged risk factors for cardiovascular disease.  
 
METHODS 
Patients were consecutively selected at the cardiovascular risk 
stratification outpatient clinic of the Sleep Institute, São Paulo, Brazil. Individuals in 
the control group were selected from the community of the city of São Paulo. All 
participants were subjected to clinical, laboratory, and polysomnographic 
assessments.  
The study was approved by the UNIFESP’s Ethics Committee and 
was in compliance with the Declaration of Helsinki II. All subjects provided 
informed consent for the procedures. 
After polysomnography, patients were grouped according to severity 
criteria based on the apnea-hypopnea index (AHI) following The International 
Classification of Sleep Disorders established in 2005 by American Academy of 
Sleep Medicine (AASM). Patients with moderate (AHI = 15 to 30 events/hour) and 
severe (AHI > 30 events/hour) as OSA were included and controls  exhibited an 
AHI < 5 events/hour. All polysomnography were performed and analyzed by 
technicians according to the guidelines for studies of sleep 13, and were reviewed 
by a doctor specializing in sleep physiology.  
The following types of patients were excluded from the study: 
smokers, individuals with mild OSA, those with sleep or respiratory disorders other 
than OSA, those presenting with comorbidities other than HYP and DYS that had 
not been identified at the initial screening, those with a body mass index (BMI) > 
Resultados –  Estudo 2  
94 
 
40, those with definite chronic lung disease with a forced expiratory volume in one 
second/forced vital capacity (FEV1/FVC) < 0.7 14, those exhibiting severe systemic 
diseases, and pregnant women.   
The patients who were included were those presenting with recently 
diagnosed OSA who were free from other diseases except HYP and DYS, who 
had never been treated for OSA, and who were not using medication except for 
HYP or DYS treatments. 
The selection of overweight individuals for the control group helped 
to ensure the comparability of the groups. All patients recently diagnosed with 
OSA were brought in after 12 hours of fasting for blood collection and a physical 
examination. 
In total, 127 patients with suspected OSA were selected, from which 
10 were excluded because they exhibited mild OSA or other sleep disorders in 
polysomnography and/or because they exhibited comorbidities other than those 
investigated in this study. An additional 18 patients exhibiting only HYP were also 
excluded. 
Ultimately, 99 patients were selected (55 females and 44 males), and 
they were divided into three groups: GI (OSA with comorbidities (DYS or HYP) 
n=48); GII (OSA without comorbidities, n=24), and GIII (controls without OSA, 
HYP or DYS, n=27).    
 
Polysomnography 
Polysomnography was performed using the EMBLA® digital system 
(17 channels, Medicare Medical Devices). The following variables were monitored: 
electroencephalogram (4 channels: (C3-A2, C4-A1, O1-A2, O2-A1), 
electrooculogram, (2 channels: LOC-A2, ROC-A1), electromyogram (2 channels: 
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submental and tibialis anterior), electrocardiogram (1 channel), snoring, and body 
position.  
Airflow was monitored using a thermistor and cannula, and 
respiratory effort was measured with chest and abdomen bands. Oxygen 
saturation and pulse were recorded by pulse oximetry (Nonin®, model 9500, 
Plymouth, USA). All polysomnographic tests were conducted and analyzed by 
technicians according to guidelines for sleep studies, and the results were 
reviewed by a physician specialized in sleep physiology 15. Awakenings were 
defined according to the guidelines of the Sleep Disorders Atlas Task Force of the 
American Sleep Disorders Association, and respiratory events were classified 
according to the criteria of the American Academy of Sleep Medicine 16. 
 
Clinical Evaluation 
A staff cardiologist first examined all patients and control subjects. 
The medical evaluation included systolic and diastolic blood pressure readings for 
the diagnosis of hypertension according to the seventh report of the Joint National 
Committee on Prevention, Detection, Evaluation and Treatment of High Blood 
Pressure 17. Other anthropometric parameters were recorded, such as weight, 
height, and neck, waist, and hip circumferences. Lung function was tested with a 
computerized spirometer (KoKo spirometer®, Pulmonary Data Service 
Instrumentation, Inc., Louisville, KY, USA) following the procedures and predicted 




A 20 ml sample of venous blood was collected from each participant 
to assess the following parameters: complete blood count (by microscopy and an 
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automated method: ADVIA 120, Siemens®) and fasting glycemia, urea, creatinine, 
sodium, and potassium levels. Information about the lipid profile was also 
collected, including total cholesterol, triglycerides, HDL cholesterol as measured 
by the ADVIA 1650 automated device (Siemens®), and direct LDL-C, which was 
assessed with the same equipment using ADVIA chemistry (Siemens Healthcare 
Diagnostics, Inc.) with the elimination/catalase method. Determination of direct 
LDL-C by the Friedewald formula was not performed.    
The lipid profile analysis also included assessment of serum oxLDL 
using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Mercodia oxLDL–
Sweden) 18,19. Patients were classified as dyslipidemic according to the following 
the criteria published and recommended 20. 
 
Statistical calculation 
Descriptive analysis was performed, and the data are given as the 
mean and standard deviation. Categorical variables were represented as 
frequencies. Variance analysis (ANOVA) with a post hoc Bonferroni test was 
performed to verify the group effect on the anthropometric and polysomnographic 
measurements, as well as on the laboratory parameters of the investigated 
sample. 
Then, two linear regression models were constructed based on the 
following independent variables: presence or absence of OSA, presence or 
absence of HYP, and presence or absence of DYS. The direct LDL-C 
concentration (mg/ml) was the dependent variable in model 1, and oxLDL (U/L) 
was the dependent variable in model 2. These models were controlled for the sex, 
age, BMI, and glycemia of participants.  
The percentage of variance explained by each model (R2) was 
calculated as an index of model quality, and the Durbin-Watson index was 
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calculated to verify autocorrelation between independent variables. The Beta 
coefficients of the linear regression equations and t-tests were calculated to 
determine whether these coefficients differed from zero. Additionally, the 
confidence intervals of the linear regression models were calculated based on 
1.000 repetitions using the bootstrapping method. For the statistical analysis, 
SPSS version 18.0 was used, and the significance level was set to 5% (p< 0.05). 
 
RESULTS 
Table 1 shows the descriptive data of the complete investigated 
sample, including the mean and standard deviation of each analyzed parameter 
and a variance analysis among groups with post hoc Bonferroni test. 
The anthropometric, polysomnographic, and biochemical data of the 
studied groups were analyzed. Among the anthropometric variables, significant 
differences were found for age (p=0.001), and BMI (p=0.001). Among the 
polysomnographic data, differences were observed in AIH (p=0.001), arousal 
number (p=0.000), arousal index (p=0.001), minimum oxygen saturation (p=0.022), 
and mean oxygen saturation (p=0.060). The groups also differed in systolic arterial 
pressure (SAP) (p=0.000) and diastolic arterial pressure (DAP) (p=0.000).  
Regarding the laboratory measurements, differences were observed 
in the level of  creatinine (p=0.001), urea (p=0.020), total cholesterol (p= 0.000), 
HDL-cholesterol (p=0.020), triglycerides (p=0.010),VLDL (p=0.050), direct LDL-C 
(p=0.000), and oxLDL (p=0.050). However, the concentrations of direct LDL-C and  
oxLDL exhibited statistically significant differences in all groups compared to the 
control (p=0.000 and p=0.050). DirectLDL-C and oxLDL showed mean higher in 
groups I, II compared to control group GIII. 
Table 2 represents the analysis of the main assessed parameters 
that might have influenced the concentrations of oxLDL and direct LDL-C in the 
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study. The data are represented as percentiles (25% and 75%) above the 
reference level used for each LDL type.  
The data in Table 2 demonstrate that the parameters: total- 
Cholesterol and direct LDL-C influenced on oxidized LDL and direct LDL-C 
(p=0.001 and 0.000, p=0.000 and 0.000) respectively, but the glucose significantly 
influenced oxidized LDL. This finding was controlled in the linear regression. 
Table 3 shows the linear regression models constructed with OSA, 
HYP, and DYS as binary variables (dummies) and sex, age, glycemia, and BMI as 
predictors based on the levels of direct LDL-C (model 1) and oxLDL (model 2). A 
Durbin-Watson test showed acceptable autocorrelation levels between the 
independent variables. 
According to Table 3, only the presence of DYS (p= 0.001) was 
associated with the level of direct LDL-C. Moreover, we found that individuals with 
DYS had a direct LDL-C level that was on average  47.2 points higher than that of  
individuals without dyslipidemia. The remaining comorbidities, namely OSA and 
HYP, did not exhibit scores that were sufficient to indicate the risk of 
atherosclerotic disease. 
In model 2, OSA (p=0.001), HYP (p=0.03), and DYS (p=0.03) were 
predictors of the oxLDL levels. In this model, individuals with DYS had an oxLDL 
level that was on average of 25.3 points higher, and individuals with DYS and HYP 
had a level that was 30.8 points higher. After adding OSA to DYS and HYP, the ox 
LDL level increased by 39.1 points. These three conditions exhibited significance 
with respect to oxLDL, as opposed to direct LDL-C, which only scored higher in 
the group with DYS and did not exhibit significance for HYP and OSA. 
Based on this model, OSA and HYP were found to add considerably 
to the levels of oxLDL. However, DYS associated with OSA showed a higher 
impact on the levels of both direct and oxidized LDL in both models. 




OSA is associated with increased cardiovascular morbidity, 
independent from the effects age and BMI 20,21. Individuals presenting with OSA 
exhibit recurrent episodes of breathing interruption, leading to hypoxemia and 
reoxygenation. These events might represent a form of oxidative stress that 
results in increased formation of reactive oxygen species (ROS), which might 
promote endothelial and vascular lesions, as several studies have shown 17,22, and 
might contribute to the understanding of the association between OSA and 
cardiovascular diseases 23,24. Moreover, treatments directed against oxidative 
stress and lipid peroxidation 18,20 might represent an intervention strategy for the 
large population of patients with OSA who do not tolerate standard treatment with 
continuous positive airway pressure (CPAP). 
This study assessed lipid peroxidation in vivo using a laboratory 
analysis of direct LDL-C and oxLDL, which are generally acknowledged as 
important indicators of atherosclerosis 20. OxLDL has been associated with higher 
atherogenicity due to the oxidative modification of LDL 8,16,24, which has toxic 
effects on endothelial cells when it is produced in large amounts. Quantification of 
concentration of oxLDL is a common method to assess the risk of oxidative 
lesions, and in studies with humans, it is one of the earliest markers of lipid 
oxidation, which have been acknowledged as predictors of atherosclerosis 21,23. 
 Hypoxemic events, together with other factors, were reported as a 
cause of oxidative load increase in these tissues and  serum markers of oxidative 
stress over short and long periods of time 22,25,26. 
Several studies have shown that HYP and DYS are the main risk 
factors for cardiovascular diseases, including atherosclerotic disease 4,23,27,28. 
Because OSA may be associated with these conditions, it might increase the 
mortality rates associated with these diseases. For this reason, we selected 
patients from our sleep disorders outpatient clinic who, in addition to having OSA, 
also exhibited HYP or DYS. 
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This study provides evidence of an increase in the concentration of 
oxLDL in patients with OSA associated with the investigated comorbidities 
compared to the control group. 
Another important observation is that direct LDL-C, which is a strong 
indicator of atherogenesis risk, did not exhibit a significant difference in OSA and 
HYP, but only in DYS, even when the biochemical method of assessment was 
applied and the Friedewald formula was not used. 
Recent studies have suggested that the serum concentrations of 
oxLDL might change between the pre- and post-pathological condition. Several 
studies have reported that oxLDL might be transferred between the tissues and 
the serum. Therefore, oxLDL might not accumulate exclusively in lesions but 
remain balanced between the tissues and the bloodstream 29. OxLDL is formed in 
several locations in addition to the vascular wall tissue. The liver is the main organ 
involved in the depuration of oxLDL from the bloodstream, but many unknown 
phenomena regarding the metabolic fate of oxLDL in the liver remain to be 
elucidated. 
Some of the suggestions or limitations of our study concern the 
investigation of anti-oxLDL antibodies in these patients, which are the subject of 
many current studies because individuals with high levels of oxLDL might also 
exhibit high levels of anti-oxLDL. These antibodies may provide protection against 
arteriosclerotic diseases 3,10.  
Further studies are needed to understand the in vivo behavior of 
oxLDL and to elucidate the involvement of lipid peroxidation in the mechanism of 
atherogenesis. 
This study showed that patients with moderate and severe OSA had 
higher concentrations of oxLDL and, thus, had greater amounts of oxidative stress 
and lipid peroxidation compared to normal healthy individuals (controls). 
Resultados –  Estudo 2  
101 
 
The average levels of oxLDL in patients with OSA, HYP, and DYS 
were higher than those of the control groups, which agrees with evidence provided 
by some authors who studied oxLDL in patients with OSA but without 
comorbidities 21. 
We suggest that the indexes of oxidative stress increase in patients 
with OSA for several reasons. First, in patients with OSA, who are repeatedly 
subjected to nocturnal hypoxemia/reoxygenation, it might facilitate the production 
of free radicals, which promote lipid peroxidation and vascular damage.  Second, 
some studies have shown that the increase in the number of inflammatory 
leucocytes in patients with OSA is caused by the production of free radicals 22, 29. 
Third, the increased amounts of catecholamines and subsequent rise in 
sympathetic activity that occurs in OSA might also promote lipid peroxidation 1, 21. 
Finally, long-term sleep deprivation is also a factor that promotes lipid oxidation in 
OSA, and it might inhibit the antioxidant defense systems through the inactivation 
of mitochondrial enzymes 25. 
One limitation of our study is that other indicators of oxidative stress, 
lipid peroxidation, and antioxidant concentration were not considered. We intend to 
extend our observations to patients treated with CPAP in order to establish 
whether the oxidative picture induced by OSA changes after effective treatment.  
In conclusion, our results showed higher levels of oxLDL in 
individuals with OSA were associated with cardiovascular comorbidities such as 
dyslipidemia and hypertension. We believe that our evidence strongly supports the 
addition of oxLDL assessment to the investigation of patient lipid profiles. OxLDL 
appeared to be a better marker of risk for cardiovascular diseases than direct LDL-
C. However, our data do not support the hypothesis that increased lipid 
peroxidation and oxidative stress mediate the development of cardiovascular 
diseases and stroke in patients with OSA. This theory still requires additional 
evidence.  
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Table 1. Anthropometric, polysomnographic, and laboratory characteristics of the 
patient groups.  
 
Group I: 












Gender (%F) 64 50 62 0.204 
Age (years) 53.77  8.03 50.75  7.43 44.38  7.03 0.001* Ω λ 
BMI (Kg∕ m2) 28.97  3.11 28.13  3.74 25.79  4.49 0.001 Ω λ 
AHI (events ∕ h) 25.02  15.97 23.07  18.59 1.98  1.69 0.001 Ω λ 
Arousal number (n events ∕ h) 131.36  79.30 131.83  70.94 47.45  24.21 0.000 Ω λ 
Arousal índex 27.13  25.99 23.84  19.30 9.34  3.91 0.001* Ω λ 
Total sleep time (min) 324.66  83.61 339.71  96.47 336.20  107.46 0.240 
Minimal saturation (%) 77.33  17.66 87.86  19.44 96.02  19.34 0.022* Ω λ 
Mean saturation (%) 84.33  1.45 87.88  1.44 96.02  1.93 0.060* Ω λ 
SAP (mmHg) 139.65  2.6 131.7  2.7 129.8  4.3 0.000 * λ 
DAP (mmHg) 90.0  2.0 86.3  2.0 82.5  3.3 0.000* λ 
Hemoglobin (g ∕ dl) 13.5  2.7 13.1  3.1 13.8  3.5 0.352 
Hematocrit (%) 40.5  3.6 39.2  2.9 41.2  3.1 0.546 
Leukocites (thousand ∕ mm3) 6000  560 6900  450 7300  470 0.645 
Platelet (thousand ∕mm3) 276.31  73.03 277.7  82.6 270.85  22.14 0.960 
Creatinine (mg∕ dl) 0.9  0.15 0.94  0.19 0.75  0.12 0.001 Ω 
Urea  (mg ∕dl) 34.06  8.00 29.96  5.93 29  6.48 0.020* λ 
Uric Acid (mg∕ dl) 8.99  22.9 5.64  2.19 3.94  1.03 0.570 
Sodium (mmol∕ l) 141.4  1.84 141.26  1.76 140.62  1.71 0.3900 
Potassium (mmol ∕ l) 4.36  0.4 4.45  0.49 4.25  0.32 0.400 
Total Cholesterol (mg∕ dl) 210.4  39.31 175.65  23.51 175.77  31.06 0.000* λ 
Direct LDL- C (mg∕ dl) 123.28  32.46 103.09  18.96 98  21.97 0.000* Ω λ 
HDL-C (mg∕ dl) 51.02  14.41 45.43  14.21 60.31  18.22 0.020 Ω λ 
VLDL (mg∕ dl) 31.23  16.2 32.96  27.78 17.46  6.48 0.050 Ω λ 
Triglycerides (mg∕ dl) 162.15  90.49 136.22  63.72 87.46  31.42 0.010* Ω λ 
Glycemia (mg ∕ dl) 103.5  23.68 102.17  22.96 93.85  9.01 0.370 
Hemossedi -mentation velocity (mm3∕ h) 13.83  8.92 10.83  8.54 12.38  9.12 0.410 
oxi LDL (U ∕ l) 89.42  29.53 83.63  25.2 69.46  24.79 0.050* Ω λ 
Significance level 5%. ANOVA one-way with Bonferroni pos hoc test.  
* Difference between Group 1 and 2. Ω - Difference between Group 2 and 3. λ - Difference between Group 1 and 3. 
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Table 2. Analysis of the parameters in terms of the 25% and 75% percentiles 
above the oxLDL reference levels and direct LDL-C. 






N Mean SD p Mean SD p 
Age 
Percentile 25 25 50.56 7.80 .654 50.60 8.96 .840 





Percentile 25 24 28.54 3.78 .242 28.13 4.27 .556 





Percentile 25 25 17.44 15.04 .774 16.90 20.02 .738 





Percentile 25 24 277.54 58.64 .465 280.88 62.75 .534 





Percentile 25 24 0.84 0.13 .654 0.87 0.15 .410 





Percentile 25 24 30.71 8.01 .487 31.84 7.20 .364 





Percentile 25 24 5.05 1.45 .504 5.12 2.13 .406 





Percentile 25 24 140.67 1.88 .481 141.44 2.10 .137 





Percentile 25 24 4.43 0.48 .377 4.33 0.47 .293 





Percentile 25 24 182.42 30.52 .001* 158.56 26.32 .000* 





Percentile 25 24 97.71 30.50 .000* 77.08 19.23 .000* 





Percentile 25 24 53.04 18.43 .993 51.76 18.51 .062 





Percentile 25 24 26.58 12.40 .614 30.20 27.69 .545 





Percentile 25 24 133.04 62.27 .617 124.36 67.07 .666 





Percentile 25 24 119.17 55.51 .047* 110.20 44.60 .377 





Percentile 25 24 12.29 8.11 .825 12.52 7.85 .082 




* Significance level <5% 
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Table 3. Binary predictors (Dyslipidemia, Hypertension and Obstructive Sleep 
Apnea) of DirectLDL-C (model 1) and Oxidized –LDL (model 2) 
controlled for sex, glycemia levels, BMI, and age.OuvirLer foneticamente  
 Comorbidities B (CI95%)1 t P 
Model 1 DYS 47.27 (38.2-51.4) 8.68 0.001* 
Direct-LDL-C HYP 1.13 (0.6-2.4) 0.21 0.83 
 OSA 2.25 (1.3-3.6) 1.37 0.61 
Model 2 DYS 25.31 (21.2-29.9) 3.87 0.001* 
Oxi-LDL HYP 5.57 (2.3-9.2) 2.86 0.032* 
 OSA 7.38 (4.9-10.1) 3.01 0.039* 
Durbin-Watson for model 1 – 1.09; Durbin-Watson for model 2 – 0.91 
R2 for model 1 – 0.43; R2 for model 2 – 0.63 
1Confidence Intervals for B coefficients were calculated using Bootstrapping method with 1,000 samples 
* significance level p<0.05 
 
 







Resultados Adicionais:  
Avaliação da LDL oxidada em pacientes com apneia obstrutiva 
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Resultados adicionais do estudo: Avaliação da LDL oxidada em pacientes 




Após um ano de seguimento dos 72 pacientes que inciaram o tratamento da 
apneia severa com CPAP, restaram 45 pacientes ( n=22, Grupo CPAP) e ( n=23, 
Grupo sham-CPAP)  que finalizaram a pesquisa com um ano de uso, seguindo os 
critérios de adesão (mínimo de 4hs/dia cm 70% de uso).     
 
Tabela 1. Representa as características clínico-antropométricas do grupo 







Gênero (homens) 21 16 n.s 
Idade (anos) 52,7 ± 9,6 55,0 ± 9,2 0,42 
IMC (kg/m2) 27,6 ± 4,7 29,8 ± 3,1 0,06 
Circunferência cervical (cm) 35,9 ± 3,1 38,5 ± 5,3 0,09 
Circunferência abdominal (cm) 92,1 ± 11,7 100,7 ± 10,4 0,01 
Pressão sanguínea sistólica (mmHg) 130,9 ± 14,4 130,2 ±,17,3 0,88 
Pressão sanguínea distólica (mmHg) 84,1 ± 8,5 85,7 ± 12,1 0,62 
Batimentos cardíacos /min 76,9 ± 15,1 77,5 ± 12,5 0,89 
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IAH (eventos/h) 35,18 ± 12,7 29,26 ± 10,2 0,09 
Índice de dispertar  30,94 ± 12,4 23,69 ± 10,4 0,03 
Tempo total do sono 348,45 ± 60,9 351,16 ± 54,3 0,87 
Estágio 1 (%) 5,91 ± 3,5 5,01 ± 3,0 0,36 
Estágio 2 (%) 60,57 ± 11,9 58,87 ± 9,9 0,26 
Estágio 3 (%) 16,28 ± 7,9 18,26 ± 7,8 0,40 
REM (%) 17,22 ± 6,4 19,83 ± 6,4 0,18 
Eficiência do sono (%) 79,46 ± 12,2 80,84 ± 10,8 0,69 
Saturação mínima (%) 83,22 ± 9,1 83,73 ± 7,6 0,83 
Epworth sleepiness scale 9,60 ± 5,1 9,12 ± 4,0 0,76 
 
O teste ANOVA de duas vias mostrou efeito de interação entre 
Grupo (Aparelho) e Tempo para as seguintes variáveis: LDL e Circunferencia 
abdominal. Não houve efeitos significantes do LDLoxi entre os grupos e tempos 
observados. 













Gráfico 1. Representação em barras do efeito do CPAP e Sham- CPAP sobre a LDL-
Colesterol ao longo do tempo 1mês ( p=0,04), 3 meses ( p=0,04) e 12 meses (p=0,03). 
 
O Gráfico acima mostrou que no grupo CPAP, tivemos diferença 
entre o LDL- C basal e as medidas dos tempos 1 mês (p=0,04), 3 meses (p=0,04) 
e 12 meses (p=0,03). Isso mostra que os pacientes diminuíram o LDL-C aos três 































 Gráfico 2. Representação em barras do efeito do CPAP e Sham -CPAP sobre a 
circunferência abdominal ao longo do tempo 1 mês ( p=0,02) 
 
Não foi encontrada diferença entre as medidas de circunferência 
abdominal no grupo Sham. Para o grupo CPAP houve diferença significativa entre 
o grupo Basal e o tempo 1 mês (p=0,02). Não houve diferença entre o tempo 

































Gráfico 3. Representação do efeito do CPAP e Sham- CPAP  sobre LDL oxidada ao 
longo do tempo: 6 meses (p=0,11), 12 meses (p=0,09) 
 
Em relação às medidas de LDLoxi, não foram encontradas 
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Tabela 3. Médias e erro padrão das medidas de circunferência abdominal e LDL 
oxidada nos diferentes tempos estudados 1 (basal), 2 (3 meses), 3 (6 
meses), 4 (9 meses) e 5 (12 meses). 
Medidas Aparelho Tempo Média Erro padrão 





1 103,143 4,395 93,009 113,277 
2 102,671 3,652 94,251 111,092 
3 101,143 4,174 91,517 110,769 
4 102,071 3,539 93,911 110,231 
5 103,786 3,563 95,568 112,003 
CPAP 
1 112,067 6,713 96,587 127,546 
2 103,067 5,578 90,204 115,930 
3 107,433 6,376 92,729 122,137 
4 108,000 5,405 95,535 120,465 
5 112,333 5,443 99,781 124,885 
LDLoxidada 
SHAM 
1 132,714 7,454 115,525 149,903 
2 147,714 7,066 131,420 164,009 
3 146,286 11,659 119,400 173,171 
4 138,429 10,542 114,118 162,739 
5 146,143 10,259 122,486 169,800 
CPAP 
1 141,000 11,386 114,744 167,256 
2 129,333 10,794 104,443 154,224 
3 137,667 17,809 96,598 178,735 
4 129,000 16,103 91,865 166,135 
















7. DISCUSSÃO GERAL  
 
Discussão Geral  
117 
 
A AOS é uma doença que ganha importância a cada ano por sua 
alta prevalência no mundo e por levar ao desenvolvimento de doenças 
cardiovasculares, o que agrava, favorece ou potencializa os mecanismos que 
contribuem para o aumento de morbidade e mortalidade no mundo. 
Na década passada, a AOS era muita subdiagnosticada, mas, 
atualmente, esse cenário tem mudado, pois, em vários serviços de saúde, seus 
sintomas fazem parte da anamnese dos pacientes. A HAS é uma das mais bem 
documentadas consequências da AOS merecendo um destaque especial na 
literatura. Nesse contexto, vários trabalhos surgiram para elucidar essa relaação 
entre HAS e AOS, enfatizando o envolvimento do SNS e o consequente aumento 
de catecolaminas circulantes. (Bradley & Floras, 2009). Vários mecanismos têm 
sido propostos para explicar porque a AOS aumenta a atividade simpática, a 
frequência cardíaca, enquanto que em pacientes sem AOS tem uma diminuição 
da pressão arterial durante o sono. Entretanto o despertar é acompanhado de 
aumento da atividade simpática levando a aumentos transitórios da pressão 
arterial (Nieto et al., 2000; Peppard et al., 2000) em pacientes com AOS. É 
provável, portanto, que com o tempo pacientes com AOS passem a ter aumento 
da atividade simpatica durante o dia ou nas primeiras horas da manhã (Somers et 
al. 2005). Desse modo a relação entre HAS e AOS deve ser mediada pelo SNS e 
seus efetores, noradrenalina e adrenalina, contribuindo para a maior morbi-
mortalidade desses pacientes (Peppard et al., 2000; Garcia-Rio et al., 2000). 
Nós propomos que um método simples que possa detectar um 
aumento da atividade simpática em pacientes com AOS, tratado ou não, é de 
grande valor clínico.  O Estudo 1 foi o primeiro a avaliar as catecolaminas nas 
plaquetas em pacientes com AOS associada ou não a HAS. Como mencionado, 
esse método tem as vantagens de aumentar a disponibilidade das catecolaminas 
(nas plaquetas) em um tempo superior a 48 horas (Christensen NJ. 1991; 
Chamberlain et al., 1991), fato que se relaciona com a vantagem de apresentar 
maior estabilidade de  não sofrer alterações de mudanças abruptas como 
estresse, exercício, diet etc. (Chamberlain et al., 1991).  
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Coy et al. (1996) publicaram uma metanálise e observaram 
dificuldades semelhantes na avaliação de catecolaminas, possivelmente devido a 
ausência de padronização para suas dosagens. O método de dosagem de 
catecolaminas plaquetárias se mostrou muito útil à medida que apresentou alta 
sensibilidade e especificidade para o distúrbio; a AOS com ou sem HAS. Estudos 
futuros devem estimar o valor dessa técnica como marcador para a AOS, além de 
poder ter valor como marcador de eficácia de tratamento com CPAP. 
Os resultados da segunda parte do Estudo 1 estão de acordo com 
uma recente revisão (Hakim et al., 2011), em que os autores citam estudos nos 
quais os níveis de catecolaminas foram atenuados após o tratamento efetivo com 
CPAP em pacientes com AOS, da mesma forma que constatado no presente 
estudo. Entretanto tais resultados não foram replicados em outras investigações  
que não encontraram redução dos níveis de catecolaminas em pacientes com 
AOS sem HAS. Essas divergências são explicadas pelo fato de que o efeito do 
CPAP possa, provavelmente, ser mais evidente sobre a pressão arterial e o fluxo 
do sistema simpático em pacientes hipertensos em comparação com os pacientes 
com AOS sem hipertensão. Complementando essa hipótese, Mills et al. (2006) 
avaliaram o efeito do CPAP na cinética da noradrenalina e descobriram que o 
tratamento com ele em pacientes com AOS, leva à redução na atividade neural 
simpática, o que aumentou a excreção de noradrenalina em vez de atenuar as 
taxas da síntese delas. 
Kohler et al. (2011) estudaram o efeito da retirada do CPAP e 
observaram a recorrência rápida de sintomas da AOS tanto do ponto de vista 
cognitivo, quanto do retorno da sonolência diurna, da função endotelial 
prejudicada, do aumento da pressão arterial, da freqüência cardíaca e da 
elevação da excreção de catecolaminas urinárias. Portanto, no conjunto, esses 
estudos apóiam a hipótese de que o tratamento com CPAP atenua a elevação de 
catecolaminas nos pacientes com AOS.  
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Alguns autores consideram que avaliar níveis de catecolaminas 
plasmáticas e urinárias são potenciais biomarcadoras de gravidade da AOS e que 
seriam um importante indicador de monitoramento do tratamento dessa doença 
(Tasali et al., 2011).   
No Estudo 1 foi encontrado que  nos  pacientes com AOS e HAS 
associada, as catecolaminas urinárias foram mais sensíveis. Em contrapartida no  
grupo de AOS sem HAS, a noradrenalina plaquetária estava mais elevada, 
indicando maior síntese deflagrada pelos eventos respiratórios da AOS somente. 
Dessa forma, esse método passa a ser mais um marcador de gravidade da AOS, 
podendo ser utilizado como monitoramento evolutivo desta doença. 
Outro ponto a ser discutido é quanto à vantagem metodológica 
desse método que é a estabilidade das catecolaminas plaquetárias, a qual se 
relaciona com sua disponibilidade (superior a 48 horas) e que depende do pool 
plasmático. Isso quer dizer que essa metodologia tem uma semelhança análoga 
com o teste de hemoglobina glicada utilizada para monitorar diabetes, isto é, nós 
conseguimos obter resultados que significam uma média de síntese e liberação 
de catecolaminas referente à duração da meia-vida delas nas plaquetas.  
Também consideramos outro ponto em nossos testes, o uso de 
medicamentos que pode interferir nas concentrações de catecolaminas. Uma das 
medidas usadas foi realizar a coleta de material biológico antes de o paciente 
tomar o medicamento naquele dia. De maneira óbvia, por questões éticas, não 
interrompemos seu uso. 
No Estudo 2 abordamos a associação da AOS com  aterosclerose. 
Um dos mecanismos se refere ao aumento do estresse oxidativo e da 
peroxidação lipídica. Nesse estudo investigamos as lipoproteínas de baixa 
densidade oxidada (LDL oxidada) como um marcador de peroxidação lipídica em 
comparação com o colesterol LDL total (LDL-C direto), como um marcador do 
perfil de lipídico em indivíduos com AOS associada à hipertensão (HAS) e/ou à 
dislipidemia (DIS). Neste estudo, foi pontuada estatisticamente a formação da 
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LDL oxidada, que foi potencializada na condição de cada doença analisada, 
portanto evidenciou-se que a AOS associada à comorbidades como dislipidemias 
ou hipertensão tem um efeito potencializado significativamente para a presença 
de LDL oxidada.  Neste estudo não foi medida a relação da LDL oxidada com a 
doença aterosclerótica, entretanto observamos, por meio de determinações 
laboratoriais, que há considerável aumento da produção de substâncias ROS no 
caso LDL oxidada na AOS com e sem comorbidades. 
O Estudo 3 abordou  um ensaio randomizado e placebo-controlado 
em pacientes com AOS moderada a acentuada. Tais pacientes foram submetidos 
a um ano de tratamento com CPAP e seu efeito sobre a LDL oxidada avaliado. O 
potencial benefício  do tratamento com CPAP sobre o perfil lipídico é de interesse. 
No entanto, ainda permanece em debate, devido aos resultados inconsistentes, 
em grande parte de estudos.  Esta disparidade é, pelo menos em parte, explicada 
pelas diferenças nas populações estudadas, desenho do estudo e os resultados 
preliminares. De fato, as principais limitações da maioria dos estudos sobre os 
efeitos sobre os lipídios são o curto período de acompanhamento e o fato de que 
a adesão ao tratamento com CPAP pode não ter sido adequadamente 
monitorizada. Além disso, o pequeno tamanho das amostras de estudo, a 
diversidade dos pacientes, a validade do tratamento com placebo e as 
informações insuficientes podem enfraquecer os resultados do estudo. Portanto, 
há uma clara necessidade de estudos em grande escala randomizados e 
controlados com melhor adesão à terapia e em longo prazo de seguimento, o que 
permitirá uma conclusão definitiva sobre o efeito do CPAP sobre o perfil lipídico.  
No Estudo 3, apesar do desenho randomizado, cego  e controlado, 
acreditamos que um dos fatores limitantes talvez tenha sido o número pequeno 
de pacientes que aderiram ao tratamento efetivo  por um ano. De fato, iniciamos 
com 72 pacientes e apenas 45 chegaram ao final desta primeira parte da 
pesquisa com um ano de tratamento efetivo com CPAP. Assim, neste estudo nao 
foi demonstrada redução significativa da LDL oxidada com tratamento com CPAP 
conforme também sugerem alguns outros estudos (Drager et al., 2007).  
Discussão Geral  
121 
 
Em relação ao perfil lipico obtivemos uma redução significativa com 
o uso do CPAP nos niveis de LDL- C direto o que nao foi visto para o LDL oxidada 
com o tratamento do CPAP por um ano, com efetiva adesão de 4-5 horas por dia 
de uso. Mesmo assim nao é definitivo o efeito do CPAP sobre o perfil lipídico de 
pacientes com AOS. Ainda há a necessidade de mais investigações 






















 O método de catecolaminas plaquetárias é um recurso para 
avaliação das catecolaminas em pacientes com AOS com ou 
sem HAS. 
 A AOS parece potencializar mecanismos que aumentam a 
produção de substâncias ROS, como a LDL oxidada, e têm 
efeito aditivo com outras comorbidades associadas à AOS.  
 O tratamento com CPAP não alterou os níveis de LDL oxidada e 
pacientes com AOS moderada a acentuada. 
 
Perspectivas  
 Há uma clara necessidade de estudos em grande escala 
randomizados e controlados com melhor adesão à terapia e de 
longo prazo de seguimento, o que permitirá uma conclusão 
definitiva sobre o efeito do CPAP sobre a LDL oxidada e o perfil 
lipídico.  
 A dosagem de catecolaminas plaquetária é um promissor 
marcador de gravidade e de eficácia de tratamento da SAOS. 








































































































Anexo 3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
1. Título do Projeto: 
Avaliação das catecolaminas plaquetárias em indivíduos hipertensos e com síndrome de 
apneia obstrutiva do sono 
 
2. Desenho do estudo e objetivo 
Essas informações estão sendo fornecidas para sua participação voluntária neste estudo, 
que visa avaliar a capacidade funcional de indivíduos portadores de SAOS e Controles. 
 
3. Descrição dos procedimentos que serão realizados 
Os pacientes serão submetidos à avaliação clínica com cardiologista. Posteriormente 
serão submetidos à coleta de sangue e coleta de urina de 24 horas para dosagens de 
exames laboratoriais incluindo quantificação de catecolaminas plasmáticas, urinárias e 
plaquetárias. 
 
4. Relação dos procedimentos rotineiros e como são realizados 
Os testes laboratoriais seguem uma dieta hipocalórica, restrição a xantinas, cafeínas, e 
álcool nos três dias que antecedem a coleta de sangue e urina de 24 h. No terceiro dia, o 
sujeito de pesquisa vem em jejum de 12 horas. O indivíduo permanece em descanso por 
60 minutos antes da coleta de sangue. Após a coleta, ele é liberado para tomar seus 
medicamentos habituais e o café da manhã oferecido no Instituo do Sono de São Paulo. 
 
5. Descrição dos desconfortos e riscos esperados 
O desconforto para a realização dos exames é leve, e o risco esperado, mínimo. 
 
6. Benefícios para o participante 
Não há benefício direto para o participante 
 
7. Garantia de acesso 
Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis pela 
pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. O principal investigador é Márcia 




telefone residencial: 5589-9414 e telefone comercial 5908-7000 - ramal: 6014. Se você 
tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o 
Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 572 – 10 andar – cj 14, 5571-1062, 
FAX: 5539-7162 – e-mail: cepunifesp@epm.br. 
 
8. É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de 
participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na 
Instituição. 
 
9. Direito de confidencialidade 
As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes, não sendo 
divulgada a identificação de nenhum paciente. 
 
10. Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando 
em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos 
pesquisadores; 
 
11. Despesas e compensações: não há despesas pessoais para o participante em 
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também não há 
compensação financeira relacionada à sua participação. Se existir qualquer despesa 
adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa. 
 
12. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos 
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a 
tratamento médico na Instituição, bem como às indenizações legalmente 
estabelecidas. 
 
13. Existe o compromisso de o pesquisador utilizar os dados e o material coletado 
somente para esta pesquisa. 
 
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que 
foram lidas para mim, descrevendo o estudo: “AVALIAÇÃO DAS CATECOLAMINAS 
PLAQUETÁRIAS EM INDIVÍDUOS HIPERTENSOS E COM SÍNDROME DE APNEIA 
OBSTRUTIVA DO SONO” 
Influência do índice de massa corpórea na Capacidade Funcional de Indivíduos com 




Eu discuti com a Biomédica Márcia Cristina Feres sobre a minha decisão em participar 
deste estudo. Ficaram claros para mim os propósitos do estudo, os procedimentos a 
serem realizados, seus desconfortos e riscos, e as garantias de confidencialidade e 
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta de 
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário. 
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu 
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o processo, sem penalidades ou 
prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu 
atendimento neste Serviço. 
 
_______________________________________________ Data: ____/____/____ 
Assinatura do paciente/representante legal 
 
_______________________________________________ Data: ____/____/____ 
Assinatura da testemunha 
Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou 
portadores de deficiência auditiva ou visual. 
 
(Somente para o responsável do projeto) 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária, o Consentimento Livre e Esclarecido 
deste paciente ou representante legal para a participação deste estudo. 
 
_______________________________________________ Data: ____/____/____ 






Anexo 4. Técnica de dosagens de catecolaminas em plaquetas 
 
PREPARAÇÃO DO PACIENTE E OBTEÇÃO DAS AMOSTRAS BIOLÓGICAS 
1o. Orientações dietéticas três dias antes da coleta de sangue: dieta hipocalórica, sem 
cafeína, sem xantinas (refrigerantes em geral), sem álcool, sem esforço físico e 
sem medicamentos no dia da coleta. 
2o. Jejum de 10 horas. Comparecer às 8:00 horas para exames dos projetos. 
3o. Descansar por 60 minutos antes de coletar o sangue. 
4o. Colher 20 mL de sangue em tubos contendo EDTA. 
5o. Encaminhar o material para o Laboratório de Pesquisa no 6o andar, onde vai ser 
separado para realizar catecolaminas plasmáticas e isolar as plaquetas para 
dosagens plaquetárias. 
6o. A urina de 24horas vai ser medida para obtenção do volume e congelada a -80ºC 
para posteriores dosagens. 
 
PROCEDIMENTO TÉCNICO DE DOSAGENS 
7o. Com pellet de plaquetas descongelado. Ressuspender o pellet com 500 uL de 
solução fisiológica 0,85%. 
8o. Vortex 
9o. Acrescentar 6 uL de Triton- X100 10% em cada Eppendorf 
10o. Vortex 
11o. Transferir para um só Eppendorf 
12o. Guardar em geladeira até o dia seguinte 
No dia seguinte: 
13o. Centrifugar os Eppendorfs a 7500g por 10 minutos a 4ºC 
14o. A centrifugação deve ser realizada em rotor especial 
15o. Utilizar o sobrenadante. 
16o. Realizar a extração e acetilação: 
17o. Pipetar 10uL dos padrões, controles e urina de 24hs  300uL de plasma 300uL de 
plaquetas 
18o. Nos poços do item 1, colocar 250uL de água destilada para acertar o volume dos 
poços. 
19o. Desenhar as placas seguindo: Padrões, Controles de níveis baixos e altos, Urinas 
de 24 horas colhida com conservante acido HCl 6N (20mL/l), Plasma colhido com 




20o. Acrescentar 50 uL de assay buffer em todos os poços. 
21o. Cobrir com adesivo e incubar 
22o. Acrescentar 50 uL de extração buffer 
23o. Cobrir a placa e incubar por 30 minutos agitando em shaker orbital Tº ambiente 
24o. Remover o adesivo e decantar por inversão 
25o. Adicionar 1mL de água destilada dentro dos poços. Incubar por 5 minutos sem 
cobrir no shaker e Tº ambiente. 
26o. Decantar por inversão novamente 
27o. Adicionar 150uL de acetilação buffer em todos os poços 









Idade: __________________________            Sexo: __________________________ 
Endereço: _______________________________________________________________ 
Telefone: ________________________ ________________________ 








1. HAS (   )      2. DM  (   ) 
3. DPOC  (   )      4. Insuficiência Renal Crônica (   )  
 
Interrogatório sobre diversos aparelhos e sistemas: 
5. Tabagismo  (   )     6. Sedentarismo  (   ) 
7. História familiar MCS (   )    7. História familiar IAM  (   ) 
8. Síncope  (   )     9. Reposição hormonal  (   ) 
10. Alcoolismo  (    )     11. Uso de drogas  (    ) 
 




Inventário sobre atividades diárias 
1- Falta ao trabalho: (    ) Sim    (     ) Não 
Número de faltas:...................... 
Causa: (     ) relacionada a AOS 





Inventário sobre frequência de acidentes: 
1- Relato de acidente doméstico no último ano:  (   ) Sim   (   ) Não 
2- Frequência: (    ) 
3- Relato de acidente automobilístico no último ano: (   ) Sim   (   ) Não 
4- Frequência: (    ) 
5- Relato de acidente de trabalho no último ano:  (   ) Sim   (   ) Não 
6- Frequência: (    ) 
 





Peso: _______________________ Altura: _______________________ IMC: _________ 
PAS: _______________________ PAD: _______________________ FC basal: _____ 
Circunferência pescoço: _________________________ 
Circunferência abdominal: _______________________ 
Circunferência do quadril: ________________________ 
 
Específico: 
Ausculta cardíaca: ________________________________________________________ 
Ausculta pulmonar: _______________________________________________________ 
Pulsos periféricos: ________________________________________________________ 











Anexo 6. Cadastro do Paciente  




Data do atendimento: _____/_____/________  Pré CPAP  Pós CPAP 
 
Nome: ___________________________________________________________________ 
Sexo: M F Idade: _______ anos Data de nascimento:  _____/_____/________ 
Altura: _________ m Peso: _________ Kg Estado civil: _________________________ 
Profissão: ____________________________ Escolaridade: _________________________ 
RG: ________________________________ CPF: ________________________________ 
Endereço: ___________________________________________________________________ 
Cidade: _______________________________ Estado: ___________ CEP: ________-____ 
Telefone (    ) _____________________ residencial 
(    ) _____________________ comercial 
(    ) _____________________ celular 
E-mail: ___________________________________________________________________ 
Indicação: Dr.(a): _______________________________________________________________ 
_______________________________________________________________________________ 
Já fez PSG:  Não  Sim - Basal - Data: ________ IAH= ______/h 
   Não  Sim - Basal - Data: ________ IAH= ______/h  Pressão: ______cmH2O 
Já usa CPAP:  Não  Sim Qual irá usar?    CPAP     C-FLEX     Auto-CPAP     Bilevel 
  Pressão prescrita:  ______cmH2O 
  Marca/Modelo: __________________________________________________ 











 total de 
horas 




01         
02         
03         
04         
05         
 
Local de Atendimento: Napoleão 925 Marselhesa 524 11º andar Consultório 
 





CLÍNICA DE CPAP 
 
Nome: _____________________________________________ Data: _____/_____/_____ 
 
Questionário Geral 
1. Qual foi o motivo que fez você procurar um médico especialista em sono? 
______________________________________________________________________________________ 
 
2. O seu sono é agitado?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
3. Você se sente descansado após uma noite de sono?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
4. Você se sente sonolento em situações em que precisava estar acordado?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
5. Você tem insônia?     (   ) Não     (   ) Sim        Se você respondeu sim, qual é a sua dificuldade? 
 (   ) Dificuldade em iniciar o sono 
 (   ) Dificuldade em manter o sono 
 (   ) Despertar precoce 
______________________________________________________________________________________ 
 
6. Você respira bem pelo nariz?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
7. Você já fez ou ainda faz algum tratamento com o otorrino?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
8. Você já fez alguma cirurgia no nariz, nas amídalas ou para ronco?     (   ) Não     (   ) Sim 
 Se você respondeu sim, qual cirurgia você fez? _________________________________________ 
______________________________________________________________________________________ 
 
9. Você tem Rinite?     (   ) Não     (   ) Sim 
 Se você respondeu sim, usa algum medicamento? ______________________________________ 
______________________________________________________________________________________ 
 
10. Seu esposo(a)/familiar já o acordou porque você não estava respirando?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
11. Seu esposo(a)/familiar dorme em outro quarto, porque você incomoda o sono dele(a)?    (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
12. Você levanta muitas vezes durante a noite para ir ao banheiro?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
13. Você tem dor de cabeça ao acordar?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 







CLÍNICA DE CPAP 
 
Nome: _____________________________________________ Data: _____/_____/_____ 
 
15. Você sente que está raciocinando lentamente?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
16. Você esquece das coisas com facilidade?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
17. Ultimamente alguém já lhe disse que você está muito irritado?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
18. Você se sente deprimido?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
19. Você se sente ansioso?     (   ) Não     (   ) Sim         
______________________________________________________________________________________ 
 
Somente para as mulheres 
20. Você está na menopausa?     (   ) Não     (   ) Sim 
Se respondeu sim, há quanto tempo está na menopausa? ________________________________________ 
______________________________________________________________________________________ 
 
Somente para os homens 
21. Você tem tido problemas nas relações sexuais?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
22. Você percebeu diminuição da libido (do desejo sexual)?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
23. Você tem impotência sexual?     (   ) Não     (   ) Sim 
Se você respondeu sim, está fazendo tratamento para a impotência sexual?     (   ) Não     (   ) Sim _______ 
______________________________________________________________________________________ 
 
24. Você tem falta de ar aos esforços?     (   ) Não     (   ) Sim 
______________________________________________________________________________________ 
 
25. Atualmente você faz exercícios físicos?    (   ) Não     (   ) Sim 
Qual? __________________________    Quantas vezes/semana? ________   Quantas horas/dia? ________ 
______________________________________________________________________________________ 
 
26. Está fazendo algum tipo de dieta alimentar?     (   ) Não     (   ) Sim 
Para o quê?      Emagrecer     Colesterol     Diabetes     Hipertensão    Outros: ___________________ 
______________________________________________________________________________________ 
 
27. Você fuma?     (   ) Não     (   ) Sim Quantos cigarros/dia? _____ Há quanto tempo? _______ 
Já fumou?             (    ) Não    (    ) Sim Por quanto tempo: _____     Parou faz quanto tempo? _______ 
______________________________________________________________________________________ 
 
28. Você toma bebida alcoólica?     (   ) Não     (   ) Sim 







CLÍNICA DE CPAP 
 
Nome: _____________________________________________ Data: _____/_____/_____ 
 
29. Você tem algum problema de saúde?     (   ) Não     (   ) Sim 






30. Você toma algum remédio?     (   ) Não     (   ) Sim 
Se você respondeu sim, especifique quais medicamentos você toma? 
 Medicamento Dose habitual Horários Motivo 
01     
02     
03     
04     
05     
 














Clínica de CPAP 
 
 
CPAP da Pesquisa – Instituto do Sono/AFIP 
CPAP RemStar Plus/Respironics 
N
o
 série: ____________ N
o
 patrimônio: ____________ 
Horímetro: ____________  > 4 horas: ____________ 






CLÍNICA DE CPAP 
 
Nome: _____________________________________________ Data: _____/_____/_____ 
 
ESCALA DE SONOLÊNCIA DIRUNA DE EPWORTH 
 
Qual a probabilidade de você “cochilar” ou “adormecer” nas situações apresentada a seguir? Ao 
responder, procure separar da condição de sentir-se simplesmente cansado. 
Isso se refere ao seu estilo de vida normal recente. Mesmo que você não tenha feito, ou passado por 
algumas dessas situações recentemente, tente imaginar como elas poderiam lhe afetar. 
Utilize a escala abaixo para escolher a alternativa mais apropriada para cada situação 
 
0. nenhuma chance 
1. pequena chance de cochilar 
2. moderada chance de cochilar 
3. alta chance de cochilar 
 
Situação Chance de 
cochilar 
Sentado e lendo (    ) 
Assistindo televisão (    ) 
Sentado quieto em lugar público, sem atividade (sala de espera, cinema, teatro, reunião, etc.) (    ) 
Como passageiro de carro, ônibus ou trem andando uma hora sem parar (    ) 
Deitado para descansar a tarde, quando as circunstâncias permitem (    ) 
Sentado e consersando com alguém (    ) 
Setnado calmamente após almoço sem tomar álcool (    ) 
Se você estiver de carro, equanto para por alguns minutos no trânsito intenso (    ) 




Anexo 7. Acompanhamento do paciente durante o tratamento  
 
CLÍNICA DE CPAP 
 
Nome: ___________________________________________________________________ 
Data: _____/_____/_____ Altura: _______m Peso: _______kg  IMC: ___________ 
 
Questionáriode Seguimento ao uso do CPAP 
Adesão 
1. Você está usando o CPAP há quanto tempo? ________________________________________________ 
2. Tem dificuldade para iniciar o sono?     (   ) Não     (   ) Sim ____________________________________ 
3. Utiliza a rampa?     (   ) Não     (   ) Sim  Qual o tempo usado na rampa? ________________________ 
4. Quantas horas por noite você usa o CPAP?     (   ) >  5h     (   ) ≥ 5h ______________________________ 
5. Houve melhora do ronco?     (   ) Não     (   ) Sim ____________________________________________ 
6. Houve melhora nas paradas respiratórias?     (   ) Não     (   ) Sim ________________________________ 
7. Houve melhora na sonolência diurna?     (   ) Não     (   ) Sim ___________________________________ 
8. Quantas noites/semana você tira a máscara dormindo?   _______________________________________ 
9. Quantas noites/semana você deixa de usar o CPAP no fim da noite?  _____________________________ 
 Quanto tempo a mais você dorme sem o CPAP?  _______________________________________ 
10. Quantas noites/semana você deixa de usar o CPAP?  ________________________________________ 
Efeitos Colaterais 
11. Houve lesões na pele?     (   ) Não     (   ) Sim  Descrever o local e a lesão ______________________ 
______________________________________________________________________________________ 
12. Houve obstrução nasal?     (   ) Não     (   ) Sim   ____________________________________________ 
13. Houve coriza?     (   ) Não     (   ) Sim   ___________________________________________________ 
14. Houve sangramento nasal?     (   ) Não     (   ) Sim   __________________________________________ 
15. Houve vazamento pela máscara?     (   ) Não     (   ) Sim  Descrever o local _____________________ 
16. Houve irritação ocular?     (   ) Não     (   ) Sim   ____________________________________________ 
17. Houve fobia (falta de ar/sentiu-se sufocado como CPAP)?     (   ) Não     (   ) Sim   _________________ 
18. Houve dificuldade para expirar?     (   ) Não     (   ) Sim   _____________________________________ 
19. Houve aerofagia (engolir ar)?     (   ) Não     (   ) Sim   _______________________________________ 
20. Houve ressecamento?     (   ) Não     (   ) Sim  Nariz    Boca    Garganta ________________________ 









Tipode aparelho:      CPAP  C-FLEX  Auto-CPAP  Bilevel _____________________ 
Tipo de máscara:      nasal  intranasal  oronasal  gel silicone __________________ 

















         
         
         






CLÍNICA DE CPAP 
 
Nome: _____________________________________________ Data: _____/_____/_____ 
 
ESCALA DE SONOLÊNCIA DIRUNA DE EPWORTH 
 
Qual a probabilidade de você “cochilar” ou “adormecer” nas situações apresentada a seguir? Ao 
responder, procure separar da condição de sentir-se simplesmente cansado. 
Isso se refere ao seu estilo de vida normal recente. Mesmo que você não tenha feito, ou passado por 
algumas dessas situações recentemente, tente imaginar como elas poderiam lhe afetar. 
Utilize a escala abaixo para escolher a alternativa mais apropriada para cada situação 
 
0. nenhuma chance 
1. pequena chance de cochilar 
2. moderada chance de cochilar 
3. alta chance de cochilar 
 
Situação Chance de 
cochilar 
Sentado e lendo (    ) 
Assistindo televisão (    ) 
Sentado quieto em lugar público, sem atividade (sala de espera, cinema, teatro, reunião, etc.) (    ) 
Como passageiro de carro, ônibus ou trem andando uma hora sem parar (    ) 
Deitado para descansar a tarde, quando as circunstâncias permitem (    ) 
Sentado e consersando com alguém (    ) 
Setnado calmamente após almoço sem tomar álcool (    ) 
Se você estiver de carro, equanto para por alguns minutos no trânsito intenso (    ) 
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Introduction: Obstructive sleep apnea (OSA) is a major risk factor for cardiovascular 
disease. Several pathophysiological mechanisms have been suggested to explain the 
association of OSA with high incidence of cardiovascular morbidity and mortality. Among 
the most prevalent cardiovascular diseases that appear in association with OSA, there was 
hypertension (HYP), which covers 50% prevalence in the world and atherosclerosis, which 
occupies a percentage relevance in this context. One of the proposed mechanisms is the 
involvement of the autonomic nervous system, initially during sleep and gradually affecting 
wakefulness, leading to changes in blood pressure. Such changes involve increased 
sympathetic nervous system triggered by respiratory events associated with elevated levels 
of catecholamine activity. This increase of catecholamines, together with hypoxemia may 
have an indirect role in the mechanism of promoting endothelial inflammation and 
generation of oxygen reactive substances and oxidation of lipoproteins LDL-C producing 
oxidized LDL, to facilitate installation of atherosclerosis. In addition, catecholamines are 
involved in the metabolic syndrome, may alter the lipid profile of these patients. However, 
the evaluation methodologies of catecholamines are still very controversial because of its 
rapid fluctuation in body fluids and the interference of confounders. 
Objective: This study aims to use methods of quantification of catecholamines in 
platelets, plasma and urine for 24 hours in OSA patients with and without hypertension, 
and evaluate one of the most important mechanisms involved in lipid parameters of 
atherosclerosis, which is direct LDL cholesterol and oxidized LDL in patients with OSA or 
not associated with hypertension or dyslipidemia. Finally, evaluate the impact of treatment 
of OSA with CPAP on levels of oxidized LDL in patients with severe OSA after one year of 
treatment.This study aimed to use methods of quantification of catecholamines in 
platelets, plasma and urine in 24 hours in OSA patients with and without hypertension and 
lipid important to evaluate a parameter that is involved in atherosclerosis direct LDL 
cholesterol and oxidized LDL OSA patients associated or not with Dyslipidemia or 
Hypertension as well as assess the impact of CPAP treatment on oxidized LDL in patients 
with severe OSA after one year of treatment. 
Methods and Patients: 3 studies (1, 2 and 3) were developed. Study 1 was divided into 
two experiments. In Experiment 1 to make the standardization and validation of the method 
of platelet catecholamines, 30 volunteers who were not making any health treatment or 
taking medication and agreed to participate were asked. There was obtained 10 ml of blood 
from each volunteer to validate the methodology platelet catecholamines compared with the 
method of radioimmunoassay (RIA) and high pressure liquid chromatography (HPLC). In 




which passed through guidance on calorie-restricted diet to xanthine, cafeínas, exercise, 
smoking and alcohol prior to collection of fluids. These patients were divided into four 
groups: hypertension with OSA, hypertension without OSA, only OSA and control group 
without hypertension. Also there was an analysis of a sub-group randomized to treatment 
with CPAP and CPAP-Sham. The subjects underwent clinical assessments, 
anthropometric, cardiopulmonary exercise testing, polysomnography (PSG) and laboratory 
tests (lipid profile, renal and liver function tests, blood glucose, blood count, erythrocyte 
sedimentation rate). We employ RIE methods for determination of plasma levels of urinary 
catecholamines and besides RIE ultrasensitive method for platelet levels. In Study 2 were 
selected 99 patients from the same clinic and were divided into 3 groups GI-AOS with 
comorbidities (hypertension and DIS), GII - GIII OSA and control. The measurements of the 
lipid profile and other laboratory parameres were performed by automated equipment in 
validated methods, and direct LDL-cholesterol determined by reaction with elimination of 
catalase and oxidized LDL, enzimaimuno method (EIA). And for the Study 3 were 
randomized 72 patients with severe OSA and treated with CPAP and Sham - CPAP for a 
year of treatment. At the end of the study, only 45 patients reached one year of treatment. 
Anthropometric parameters, blood lipids, and oxidized LDL were assessed at baseline 
periods, 1, 3, 6 and 12 months post-treatment. 
Statistical Calculations: For Study 1 were applied Pearson correlation test, ROC curve 
with Odds-ratio and one-way ANCOVA were used for statistical treatment of data. As a 
complementary analysis, we performed logistic regression coefficients and indices of 
correlation and inter intraensaios of platelet testing. The validation test prior to the 
experiment was the validation protocol based on methods J. Westgard. In Study 2, a 
linear regression built based on Indepents main measurements to HYP, DYS and OSA  
was calculated. And in Study 3 was calculated by ANOVA for repeated measures. 
Results: In Study 1, and in Experiment 1, the validation was satisfactory with 
correlations (r=0.93 and r=0.92) between methods (RIA and HPLC) for platelet 
catecholamines, epinephrine and norepinephrine respectively. Thus, we chose the first for 
ease of implementation and speed. In Experiment 2, the levels of urinary norepinephrine 
and epinephrine were significantly associated with the condition of hypertension with and 
without OSA (p=0.00 and p=0.01) while noradrenaline platelet was related only to the 
condition of OSA without hypertension (p=0.03). The results of the effect of CPAP 
treatment on platelet catecholamines, it is observed that the group treated after one year 
has decreased platelet noradrenaline and urinary catecholamine excretion (p=0.05 and 




of DIS was associated with levels of direct LDL-cholesterol (p=0.001). Comorbidities (OSA 
and hypertension) was not associated with rates of LDL-C directly, however the levels of 
oxidized LDL showed significant additive effects for OSA (p=0.01, SAH (p=0.03) and DIS 
(p=0.03). In Study 3, treatment with CPAP and CPAP-Sham regarding abadominal 
circumference showed a statistically significant difference between baseline and 1 month 
after CPAP in CPAP group (p=0.02). With respect to LDL-C, the CPAP group showed 
statistically significant differences entrte periodsos baseline, 1, 3 and 12 months (p=0.04, 
p=0.04 and p=0.03) respectively. Regarding the oxidized LDL showed no statistically 
significant differences betweenthe baseline periods, 6 months and 12 months in groups 
Sham-CPAP and CPAP (p=0.011 and p=0.09).  
Conclusions: Study 1 demonstrated that the method of platelet catecholamines was 
sensitive to monitor the OSA, indicating alteration of sympathetic activity in patients 
without hypertension. The CPAP treatment was able to reduce the levels of urinary 
catecholamines, and platelet. In Study 2, OSA can cause elevation of oxidized LDL, 
regardless of comorbidities associated with OSA (SAH and DIS). However, effective 
treatment of OSA (Study 3) was unable to alter the levels of oxidized LDL. 
 
 
 
 
 
 
 
 
